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Os calicivírus humanos são os principais causadores de gastroenterites no mundo, 
atualmente. No entanto, por não possuírem ainda um sistema de replicação viral in vitro, 
diferentes abordagens são desenvolvidas para que se possa obter maiores informações a 
cerca da biologia desses vírus. A análise ambiental tem demonstrado que assim como os 
demais vírus entéricos, as partículas dos calicivírus humanos são resistentes e são 
passíveis de serem detectados a partir de metodologias como RT-PCR em diferentes 
amostras. No Capítulo I desta tese utilizou-se a tecnologia de Next Generation 
Sequencing para a avaliação da população viral encontrada em um esgoto urbano 
coletado na Estação de Tratamento de Esgoto Norte, Brasília, DF, Brasil, com intuito de 
se determinar quais possíveis vírus humanos estariam circulando na população do Distrito 
Federal. Além de vírus humanos, foram encontrados vírus animais, vegetais e de insetos 
nas amostras analisadas. No entanto apenas os vírus com hit para entéricos causadores de 
doença humana tiveram seu genoma completo montado. Dentre os achados pelo menos 
três genótipos de sapovírus foram encontrados, assim como o novo genótipo epidêmico 
de norovírus GII.17 e, um vírus novo descrito como astrovirus-tipo, o bastrovirus. No 
Capítulo II seis diferentes genótipos de norovírus pouco detectados foram utilizados para 
expressar o domínio protuberante (P) do capsídeo, com intuito de se comparar e 
compreender possíveis mudanças estruturais e nucleotidícas em relação ao genótipo mais 
prevalente (GII.4). Como resultados as estruturas cristalizadas de domínio P de norovírus 
GII.21, GII.22 e GII.22 ligada a fucose, que é um açúcar precursor na diferenciação de 
HBGA (histo-blood group antigens) foram resolvidas. Por fim, no Capítulo III, um clone 
contendo o cDNA referente ao genoma do sapovírus BR01 foi construído. O uso de 
microscopia confocal a laser e citometria de fluxo confirmaram a funcionalidade do clone 
pela positividade de reação entre as células transfectadas e o anticorpo anti-P2 
(subdomínio de VP1). Futuros experimentos poderão validar o uso desse clone como 
ferramenta para genética reversa. 
 
Palavras-chave: Calicivírus humanos, detecção em água de esgoto, expressão de proteínas 





Human caliciviruses are the main cause of gastroenteritis in the world today. However, 
because they do not have a viral multiplication system in cell culture, different 
approaches are developed so that more information can be obtained about the biology of 
these viruses. Environmental analysis has shown that, like other enteric viruses, human 
calicivirus particles are resistant and can be identified from methodologies such as RT-
PCR in water or food samples. In Chapter I of this thesis was used the Next Generation 
Sequencing technology to evaluate the viral population found in an urban sewage 
collected in the North Waste Water Treatment, Brasilia, DF, Brazil, in order to determine 
which possible human viruses would be circulating in the population of the Federal 
District. In addition to human viruses, animal, plant and insect viruses were found in the 
samples analyzed. However only the hit viruses for enteric-causing human disease had 
their complete genome assembled. Among the findings, at least three sapovirus genotypes 
were found, as well as the novel genotype of norovirus GII.17 and, a novel virus 
described as astrovirus-type, bastrovirus. In Chapter II, six different genotypes of 
undetected norovirus were used to express the protruding (P) capsid domain, in order to 
compare and understand possible structural and nucleotid changes in relation to the most 
prevalent genotype (GII.4). As results the crystallized P domain structures of norovirus 
GII.21, GII.22 and GII.22 linked to fucose, which is a precursor sugar in the 
differentiation of HBGA (histo-blood group antigens) were resolved. Finally, in Chapter 
III, a clone containing the cDNA for the genome of sapovirus BR01 was constructed. The 
use of laser confocal microscopy and flow cytometry confirmed the functionality of the 
clone by the reactivity positivity between the transfected cells and the anti-P2 antibody 
(subdomain of VP1). Future experiments could validate the use of this clone as a tool for 
reverse genetics. 
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O estudo da virologia humana vem sendo realizado há pelo menos oito 
décadas desde a identificação dos vírus no universo microbiano (1). A compreensão 
da morfologia das partículas virais, suas formas de invasão e evasão celular bem 
como o estudo de seus ciclos replicativos têm sido o objeto de trabalho de inúmeros 
pesquisadores ao redor do mundo. Todos esses esforços buscam, sobretudo, gerar 
conhecimento básico e aplicado para prevenção e cura de possíveis patologias 
causadas pelos vírus.  
Apesar de existirem inúmeros vírus descritos na literatura apenas alguns foram 
descritos como de infectar e causar danos nos humanos. No entanto, sabe-se que 
algumas doenças humanas mais devastadores são ocasionadas por infecções virais, 
como por exemplo, influenza, sarampo, febre amarela, síndrome da imunodeficiência 
adquirida (AIDS) e mais recentemente a epidemia de microcefalia em neonatos 
causadas pelo Zika vírus (1, 2). Além disso estima-se que os vírus sejam associados a 
pelo menos 20% dos casos de câncer e mortes de milhares de crianças acometidas por 
infecções virais nos tratos respiratório e intestinal (1). 
Nesse contexto, encontram-se os vírus causadores de gastroenterites agudas 
(GEA), que, assim como estirpes do vírus influenza, causam um elevado índice de 
morbimortalidade, especialmente em indivíduos menores de cinco anos, idosos e 
imunocomprometidos (3). Estima-se que cada indivíduo apresente pelo menos um 
episódio de diarreia por ano. Somente nos Estados Unidos da América, por exemplo, 
há registros anuais de 21 milhões de indivíduos acometidos por essa patologia (Centro 
de Controle e Prevenção de Doenças, EUA) (https://www.cdc.gov/norovirus/trends-
outbreaks.htmL). 
A diarreia tem por definição um aumento no número de evacuações, com 
fezes aquosas ou de pouca consistência, podendo apresentar, em alguns casos, muco 
ou sangue. É causada por diferentes agentes etiológicos (vírus, bactérias ou 
protozoários) sendo em sua maioria autolimitada (com duração entre 2 a 14 dias) 
podendo apresentar grande perda de fluídos associada diretamente a desidratação. A 
maioria dos casos são considerados brandos, no entanto, em crianças menores de 5 
anos, devido ao seu metabolismo acelerado e menor capacidade de armazenamento de 
água quando comparadas a jovens e adultos, a possibilidade de desidratação por perda 
de fluídos é mais acentuada (3). 
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De acordo com dados apresentados pela OMS (Organização Mundial de Saúde) 
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs330/en/) e UNICEF (Fundação das 
Nações Unidas para a Infância) (https://data.unicef.org/topic/child-health/diarrhoeal-
disease/) cerca de 9 milhões de crianças menores de 5 anos morrem a cada ano, sendo 
doenças diarreicas a segunda principal causa destes óbitos, abaixo apenas dos 
ocasionados por pneumonia. Estima-se que 1 a cada 5 crianças menores de 5 anos 
venham a óbito por doenças diarreicas. De acordo com estes dados, isso significa que 
o óbito infantil por doenças diarreicas é maior do que o somatório de óbitos por HIV, 
malária e sarampo (Fig. 1). 
 
Figura 4 Distribuição proporcional de causa de morte entre crianças menores de 5 anos. Nesse gráfico observa-se 
que 17% e 16% das mortes entre crianças menores de cinco anos são causadas por pneumonia e diarreia, 
respectivamente.  13% são denominadas como outras. 7% são causadas por malária. 4% por sarampo e 4% por 
ferimentos/acidentes. 2% por AIDS. As causas neonatais somam 37% e são variáveis. (Adaptado de Organização 
Mundial de Saúde, Estimativas do encargo global de doenças, 2004). 
 
Dados estatísticos mostram comprovam que 88% das mortes por doenças 
diarreicas podem ser relacionadas a agua não tratada bem como a condições de 
saneamento e processos de higienização inadequados. A higienização adequada das 
mãos apenas com sabão pode reduzir em até 40% a incidência dessa doença (3). 
Os principais vírus causadores de gastroenterites agudas são os rotavírus 
(Reoviridae), norovírus e sapovírus (Caliciviridae), astrovírus (Astroviridae) e 
adenovírus (Adenoviridae) (Fig. 2). No entanto, com o desenvolvimento e aplicação 
da vacina contra os rotavírus, os calicivírus humanos têm sido os principais 
causadores de GEA virais no mundo (Centro de Controle e Prevenção de Doenças, 
EUA) (https://www.cdc.gov/norovirus/trends-outbreaks.html). Entretanto, em 
diversos países, assim como no Brasil, ainda não existe um sistema de vigilância 
eficaz para detecção e controle desses vírus na população. Um estudo realizado no 
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ano de 2014 demonstrou a diversidade genotípica dos calicivírus humanos 
encontrados em todo país (4). Os dados apresentados nesse estudo corroboram as 
estatísticas mundiais de prevalência e incidência desses vírus. 
 
 
Figura 5 Esquema dos principais vírus causadores de gastroenterites. Esse fluxograma ilustras as principais 
características de cada família. Além de causarem doenças diarreicas, estes vírus possuem arranjo icosaédrico de 
seus capsídeos. No entanto apenas os calicivírus e astrovírus conservam algumas similaridades como, um genoma 





A família Caliciviridae é atualmente dividida em cinco gêneros: Norovirus, 
Sapovirus, Lagovirus, Vesivirus e Nebovirus (Fig.3), com pelo menos seis outros 
gêneros em análise para inclusão (http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy.asp). É 
descrito na literatura que a história natural desses vírus pode ser datada desde 1932 a 
partir de infecções descritas em mamíferos aquáticos como, leões marinhos e focas. O 
primeiro calicivírus a infectar suínos, Vesicular exanthema of swine virus (VESV), 
espécie tipo do gênero Vesivirus, surgiu após a alimentação de suínos a partir de carne 
oriunda de animais marinhos contaminados com calicivírus. Apesar de não ser 
relatado desde 1959, o VESV permanece como um vírus de importância para saúde 
pública devido a semelhança de seus sintomas com os ocasionados pelo enterovírus 
Coxsackie causador da doença das mãos-pés e boca  (5, 6). 
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Figura 6 Relações filogenéticas entre os membros da família Caliciviridae. Os norovírus são destacados em 




Os primeiros calicivírus foram inicialmente classificados dentro da família 
Picornaviridae devido à similaridade morfológica entre seus membros e, 
principalmente, à elevada identidade de suas proteínas 3C-like protease (7). Somente 
em 1979 o ICTV (Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus) aprovou a criação da 
família Caliciviridae. A atual classificação em cinco gêneros foi aprovada pelo ICTV 
em 2012 e baseia-se em análises estruturais e filogenéticas, considerando 
principalmente a sequência referente ao gene do capsídeo.  
Dentre os gêneros atualmente descritos apenas Norovirus e Sapovirus 
infectam humanos. Estes ainda são encontrados em animais suínos, bovinos, caninos, 
entre outros (8). Os Vesivirus são representados por duas espécies, a espécie-tipo 
Vesicular exanthema of swine virus (VESV), e a espécie Feline calicivirus (FCV), 
que são responsáveis por infecções em felinos selvagens e domésticos e são 
associados a diferentes patologias como doenças respiratórias, estomatite aguda e 
crônica, artrite aguda e febre hemorrágica, também conhecida como doença sistêmica 
virulenta associada a FCV (9). Os Lagovirus são representados, principalmente, pelos 
vírus causadores da febre hemorrágica de coelhos, espécie tipo Rabbit hemorragic 
disease virus (RHDV). A patologia é descrita como necrose e hemorragia hepáticas, 
renais e pulmonares. Estima-se que o animal venha a óbito três dias depois do início 
	 14	
da infecção (10). Por fim, o gênero Nebovirus, espécie Newbury-1 virus, foi o último 
aprovado pelo ICTV. Embora inicialmente classificado como uma norovirose em 
bovinos, análises filogenéticas corroboraram para a distinção entre os vírus 
pertencentes a esse gênero e o genogrupo de norovírus responsável por causar diarreia 
aguda em bovinos, especialmente em bezerros (11). 
A família Caliciviridae é formada por vírus esféricos, não envelopados, com 
um diâmetro entre 27 e 45nm. O capsídeo é formado por uma única proteína, VP1, 
(para norovírus já se constatou a presença de VP2 como parte do capsídeo (12), e 
exibe uma simetria icosaédrica composta por 180 unidades organizadas em 90 
dímeros oriundos de dois domínios: o domínio S (do inglês shell), que envolve o 
RNA genômico, e, o domínio P (do inglês protruding), ainda dividido em dois 
subdomínios, P1 e P2 (13). Seu RNA genômico é de fita simples, senso positivo, 
poliadenilado no terminal 3’ e de tamanho entre 7300 a 8500 pares de bases. Em geral 
o genoma apresenta duas ou três fases de leitura aberta (ORF do inglês open reading 
frame). No terminal 5’ o RNA apresenta um proteína viral associada ao genoma 
(VPg) e sua ORF1 compõe uma poliproteína, que codifica sete proteínas não 
estruturais e é clivada após tradução da protease viral 3C-like (7). A proteína VP1 é 
codificada pela ORF2 e traduzida a partir de um RNA mensageiro subgenômico. As 
diferenças encontradas entre os genomas de cada gênero são apresentadas na Figura 4, 
com a ressalva de que os norovírus que infectam murinos apresentam uma ORF4 que 
codifica uma proteína de fator de virulência (VF1) (14) e pelo menos dois genogrupos 
de sapovírus apresentam uma ORF3 de função ainda desconhecida. 
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Figura 4 Esquema representando os genomas dos cinco diferentes gêneros membros da família Caliciviridae. A 
região de ORF1 para os sapovirus, lagovírus e nebovírus codifica sete proteínas não estruturais e a proteína do 
capsídeo, enquanto que para vesivírus e norovírus, o a proteína do capsídeo  é codificada pela ORF2. Entre as 
proteínas não estruturais são reconhecidos os domínios de helicase (NS3), proteína viral ligada ao genoma (VPG) 
(NS5), protease (NS6) e RNA polimerase dependente de RNA (NS7).  Para os norovírus sabe-se que a ORF2 
codifica o gene de uma proteína estrutural menor envolvida na estabilidade de VP1, enquanto que a ORF4 codifica 
o gene de fator de virulência que foi descrito apenas para os norovírus murino. A presença de uma possível ORF3 
sem função descrita foi observada em alguns genogrupos do gênero Sapovirus. 
 
A importância das doenças associadas a infecções causadas por calicivírus em 
seres humanos e o recente surgimento de novos gêneros, genogrupos e genótipos 
resultaram em um maior investimento nas pesquisas que buscam compreender para a 




Os norovírus foram observados pela primeira vez em 1968, na cidade de 
Norwalk, Ohio, EUA, durante um surto de gastroenterite aguda envolvendo crianças e 
adultos com ausência de bactérias nas amostras coletadas (15). Em 1972 após um 
estudo com voluntários, Kapikian e colaboradores identificaram em amostras 
imunomarcadas uma partícula de 27 nm de diâmetro por meio de microscopia 
eletrônica de amostras imunomarcadas (15). 
Em 1982, após um estudo comparando diferentes surtos de norovírus 
ocorridos desde sua identificação, foi concluído que quatro importantes critérios 
estavam presentes em todos os estudos epidemiológicos, os “Critérios de Kaplan”, 
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atualmente, esses critérios são meramente ilustrativos e não são utilizados no 
diagnóstico (16):  
 
1. Ocorrência de vômito em  mais da metade dos pacientes acometidos; 
2. Período de incubação entre 24 e 48 horas; 
3. Período de duração de sintomas entre 12 e 60 horas e; 
4. Ausência de bactérias nas amostras fecais. 
 
Em 1993, a primeira sequência da espécie-tipo Norwalk virus foi clonada (17), 
o que proporcionou inúmeros estudos moleculares e estruturais. A expressão da 
proteína do capsídeo em células de inseto por meio de baculovírus recombinante 
demonstrou a geração de partículas semelhantes a vírus (do inglês virus like particles 
VLP), apresentando tamanho e morfologia similares, e em alguns casos podendo 
induzir respostas imunológicas (18, 19). A partir desses estudos foi possível se obter 
informações como a estrutura cristalográfica do capsídeo (20).  
Nos anos 2000 diferentes abordagens foram descritas para uma melhor 
compreensão dos norovírus humanos e houve um importante avanço quando o 
norovírus murino foi identificado pela primeira vez (21), logo em seguida 
proporcionando a primeira descrição de replicação de norovírus em cultura de célula 
(22). Em 2004 um grupo holandês se propôs a avaliar mais de 20 linhagens celulares 
entre elas HEK 293T, Caco-2 e Vero. Contudo, eles concluíram que apesar de 
algumas linhagens permanecerem positivas para norovírus mesmo após a quinta 
passagem não eram observados efeitos citopáticos ou formação de novas partículas 
virais nestas culturas (23). Em seguida foi demonstrada a replicação de RNA viral 
transcrito sob o comando de um promotor T7 em células HEK-293T e BHK (24), 
assim como o uso de RNA extraído de fezes mostrou-se infeccioso em cultura de 
células Huh-7 (25). 
Os achados mais recentes incluem o desenvolvimento do primeiro sistema de 
genética reversa para norovírus humanos e dois novos sistemas de cultivo celular. A 
expressão e formação de progênie viral de um norovírus GII.3 sob o comando de um 
promotor EF-1α (fator de elongação) foi obtida sem o auxílio de um vírus ajudante na 
célula transfectada. Além disso a inserção de proteína verde fluorescente (GFP) na 
construção permitiu a observação de RNA encapsidado em células transfectadas 
observadas por microscopia confocal (26).  
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Sabe-se que norovírus murino é replicado com alta eficiência em células 
macrofágicas e seguindo esse padrão, em 2014, foi estabelecido um sistema de cultura 
humana de células linfoides B onde a presença de enterobactérias que expressam 
antígenos do sistema sanguíneo (do inglês histo blood group antigens HBGA) 
estimulou a infectividade de norovírus GII.4 presentes em amostra fecal não filtrada 
(27). Esse importante avanço, no entanto, não descartou a possibilidade de que os 
norovírus possuem tropismo por células que compõe o epitélio intestinal. Dessa forma 
foi demonstrada, em 2016, a replicação de norovírus GII.4 em um sistema onde 
células tronco são isoladas das criptas intestinais e estimuladas a se diferenciarem em 
um complexo multicelular denominado enteróides intestinais humanos (do inglês 
human intestinal enteroids HIEs) (28, 29). 
 
1.2.1 Morfologia e genoma 
 
Assim como os demais calicivírus, os norovírus apresentam morfologia 
esférica, diâmetro entre 29-32nm, simetria icosaédrica T=3, presença de um domínio 
mais enterrado, “concha” (S) (do inglês shell), que envolve o RNA genômico e, um 
domínio mais exposto, protuberância (P) (do inglês protrude), que se subdivide em 
P1, porção intermediária, e P2, região mais exposta e com maior variação nucleotídica 
(20). 
O genoma é de fita simples de RNA, senso positivo, de 7,5kb e codifica três 
ORFs (do inglês open reading frames), no caso de norovírus murino é ainda 
encontrada uma quarta ORF (ORF4) (14). A ORF1 codifica sete proteínas não 
estruturais, entre elas a RNA polimerase RNA-dependente (NS7), a ORF2 codifica a 
proteína do capsídeo e a ORF3 uma proteína estrutural menor, essas duas últimas são 
traduzidas a partir de um RNA subgenômico. A ORF4 foi descrita como responsável 
pela codificação de uma proteína antagonista de imunidade inata denominada Fator de 










Os norovírus são classificados em sete genogrupos (GI – GVII) e mais de 40 
genótipos. As infecções em humanos em geral são causadas por GI, GII, GIV, com 
exceção de GII.11, GII.18, GII.19 que infectam suínos e GIV.2 que infectam espécies 
caninas. GIII infectam vacas e ovelhas, GV infectam ratos e camundongos e, GVI e 
GVII infectam caninos (21, 30, 31). O norovírus GII.4 é atualmente o genótipo com 
maior prevalência mundial ainda que GII.17 tenha sido detectado mundialmente no 
ano de 2015 (8, 32). 
A classificação em genogrupos e genótipos é primordialmente baseada em 
parte da sequência do capsídeo e, ainda, em alguns casos, há a classificação a partir de 
regiões conservadas da polimerase (8, 33). A ausência de um consenso dificulta a 
acurácia classificatória, principalmente à luz de diversos estudos que demonstraram a 
ocorrência de recombinação entre isolados virais, especialmente na região do genoma 
da junção entre a RNA polimerase RNA-dependente e a sequência do gene do 
capsídeo viral (34). É importante ressaltar que a sequência de aminoácidos completa 




Sapporo virus é a espécie-tipo do gênero Sapovirus. A primeira descrição de 
sapovírus humanos foi realizada em 1977 em Sapporo, Japão (35). Partículas 
pequenas e arredondadas foram observados por microscopia eletrônica após um surto 
de gastroenterite aguda em um orfanato da região (35). Crianças menores de cinco 
anos apresentaram diarreia e amostras fecais foram coletadas e analisadas para 
diagnóstico (35). Em 1980 Saif e colaboradores (36) descreveram por meio de 
microscopia eletrônica de transmissão vírus que apresentavam estruturas semelhantes 
a um cálice em sua superfície, oriundos de amostras fecais de leitões com sintomas 
diarreicos (37). Atualmente, sapovírus foram também identificados em amostras 
fecais de visom, cães, morcegos e chimpanzés (37-40).  
Sintomas diarreicos nem sempre estão presentes em animais e humanos. É 
possível encontrar na literatura estudos que demonstraram que indivíduos 
assintomáticos apresentavam elevada carga viral em suas amostras fecais (41). Sabe-
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se no entanto, que em inúmeros casos embora os indivíduos apresentem 
sintomatologia, poucos são aqueles que procuram assistência médica e a rota de 
infecção entre os animais ainda é pouco compreendida. 
Recentemente, sapovírus humanos foram reportados em frutos do mar e em 
corpos d’água como rios e redes de tratamento de água ao redor do mundo. Além 
disso, houve um aumento no número de casos de gastroenterites agudas causadas por 
sapovírus em adultos, embora esses vírus acometam em sua maioria crianças menores 
de cinco anos (8, 42-44).  
Até o presente momento apenas o sapovírus suíno (PSaV Cowden) possui 
sistema de genética reversa descrito (45), onde foi revelada a necessidade do uso de 
ácidos biliares para infecção celular e propagação viral, os estudos demonstraram que 
estes ácidos estariam associados a uma redução no transdutor e ativador de sinal da 
via de sinalização mediada pela transcrição (STAT-1) (46). Além disse um estudo 
recente demonstrou que o fator de iniciação eucariótico 4A (eIF4A) é necessário para 
o afrouxamento da região 5’ UTR (não traduzida) do RNA para facilitar a tradução 
viral (47, 48). 
 
1.3.1 Morfologia e genoma 
 
Sapovírus são descritos como vírus de morfologia esférica com diâmetro entre 
30-45 nm. Apresentam as mesmas características icosaédricas descritas para 
calicivírus (7). O domínio P subdivide-se em P1 (mais interno) e P2 (mais externo – 
porção globular) (13, 49). Assim como para os demais calicivírus, o domínio S é 
descrito como a porção mais interna da estrutura do capsídeo envolvendo o RNA 
genômico. O domínio P é responsável pela composição dos cálices que, observados 
ao microscópio eletrônico, conferem a partícula uma morfologia comumente descrita 
como “estrela-de-Davi” (35).  
O genoma dos sapovírus é linear, senso positivo, fita simples de RNA com 
aproximadamente 7500 pares de base, apresenta VPg em seu terminal 5’ e cauda de 
poli-A no terminal 3’. É um genoma não segmentado apresentando de duas a três 
ORFs (50). A	 ORF1	 codifica	 uma	 poliproteína	 viral	 que	 contém	 regiões	 de	aminoácidos	 conservadas	 para	 sete	 proteínas	 não	 estruturais:	 NS1;	 NTPase	
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481GOOGIGKT488,	 VPg	 942KGKTK946	 e	 964DEYDE968,	 protease	 1169GDCG1172,	 RNA	polimerase	 RNA	 dependente	 1504GLPSG1508	 e	 1552	 YGDD1555,	 e	 a	 proteína	 do	capsídeo	 1856PPG1858	 (7). O papel da ORF2 e da ORF3 ainda não foi claramente 
elucidado, mas se comparado aos norovírus, a ORF2 pode codificar uma proteína 
estrutural menor (VP2) e, a ORF3 pode codificar uma proteína funcional, uma vez 
que sua sequência apresenta uma região conservada para tradução no terminal 5’ 
GCAAUGG (51, 52). 
 
1.3.2 Classificação 
No ano de 2010, o Comitê Científico Internacional de Calicivírus propôs que a 
classificação dos sapovírus fosse realizada a partir da análise da sequência completa 
referente ao capsídeo viral (33).  
A partir deste critério, sabe-se que os sapovírus podem ser classificados em 5 
genogrupos (GI-GV), com a proposta de nove novos genogrupos (GVI-GXIV) 
(Tabela 1) e que os sapovírus humanos podem ser ainda sub-classificados em pelo 
menos 16 genótipos (33, 53). Os genogrupos que infectam humanos são GI, GII, GIV 
e GV, enquanto GIII, GV, GVI, GVII, GVIII, GIX, GX e GXI infectam suínos. Como 
mencionado anteriormente, sapovírus foram detectados em outros mamíferos que 
também fazem parte desta classificação. GXII infectam visom, GXIII infectam cães e 
GIV infectam morcegos. Assim como GV primariamente infecta humanos e só 
recentemente foi encontrado em suínos, sapovírus pertencentes ao GI foram 
encontrados em fezes de chimpanzés (40). 
 
Tabela 1 Classificação de Sapovirus baseada na sequência de nucleotídeos completa do capsídeo.  




Anualmente, milhões de indivíduos são acometidos por doenças diarreicas no 
mundo inteiro. Dentre estes, estima-se que pelo menos uma centena de milhar venha a 
óbito. Apesar de uma diversidade de microrganismos estarem associados a essa 
patologia sabe-se que em países desenvolvidos a principal causa é viral. 
Até o presente momento, os rotavírus e os norovírus são os principais agentes 
virais causadores de gastrenterites agudas no mundo, sendo o norovírus o principal 
agente etiológico viral em localidades onde a vacina contra rotavírus é distribuída. No 
entanto, alguns estudos demonstraram, na América Central, em lugares como 
Nicarágua e Porto Rico, um aumento na incidência da sapovírus em crianças menores 
de dois anos. 
A ausência de um programa nacional de detecção de calicivírus humanos 
justifica o uso de novas tecnologias e abordagens para geração de dados que 
descrevam a distribuição desses patógenos no Brasil. 
Além disso a ausência de um sistema de cultura celular robusto inviabiliza a 
aquisição de novas informações sobre a biologia viral levando os cientistas a 
abordagens mais clássicas como, o uso de ferramentas da biologia estrutural. 
Por fim, diferentes abordagens para a construção de um clone infeccioso estão 
disponíveis para as principais espécies de calicivírus animais, no entanto, para 














O objetivo principal desse trabalho é gerar, a partir de diferentes 
metodologias, informações que resultem em conhecimento básico sobre os calicivírus 
humanos circulantes no Brasil. Este objetivo divide-se em três principais pontos: 1. 
detecção de calicivírus humanos em água de esgoto não tratada no Distrito Federal a 
fim de estimar a circulação desses vírus na região nos anos de 2014 e 2015, 2. 
elucidação da estrutura tridimensional do domínio P que compõe a proteína do 
capsídeo dos calicivírus humanos e 3. desenvolver uma ferramenta de genética 
reversa que possibilite o estudos moleculares mais aprofundados desses vírus a partir 
de genética reversa.  
Os objetivos específicos são: 
• Realizar a coleta de efluente sanitário na Estação de Tratamento Norte, 
Brasília, Distrito Federal. 
• Analisar os dados com montagem de genomas para descrição dos possíveis 
vírus circulantes durante o período de coleta. 
• Resolver estruturas domínios P de norovírus pertencentes ao GII de genótipos 
não epidêmicos. 














CAPITULO I – Detecção de vírus causadores de gastroenterites em água de 
esgoto não tratada no Distrito Federal 
 
1. Nota de apresentação do capítulo 
 
O capítulo I dessa tese será apresentado com uma breve introdução ao tema, 
seguida do manuscrito ainda em processo de correção a ser submetido ao Journal 
Applied and Environmental Microbiology será apresentado como parte do critério 
exigido para realização de defesa de título de Doutora em Biologia Molecular. Além 




Acredita-se que vírus entéricos possuem um maior tempo de vida quando 
livres em meio ambiente que os demais vírus devido a sua resistência ao calor, alta 
pressão e variação de pH (54). Dessa forma o esgoto não tratado torna-se um 
ambiente enriquecido desses vírus pois concentra uma carga viral representante de 
uma população de determinada região geográfica. 
A análise desse tipo de amostra ambiental pode sugerir a descrição de vírus 
que não foram relatados ao sistema de saúde e, além disso a detecção desses vírus em 
amostras não tratadas permite uma escolha para um tratamento adequado dessas águas 
que são devolvidas ao meio ambiente.  
Atualmente sabe-se que o norovírus é o principal agente viral causador de 
gastroenterites no mundo, e devido ao seu possível potencial zoonótico tornou-se um 
importante patógeno. Em países como, os Estados Unidos da América (EUA) foi 
implementado, em 2009, pelo Centro de Controle de Prevenção de Doenças (CDC) o 
programa CaliciNet que visa não só alimentar e organizar um banco de dados sobre 
surtos e infecções causadas por esse vírus, mas também funciona como uma 
ferramenta informativa sobre desenvolvimento e pesquisa em métodos de detecção  e 
tecnologia para compreensão do vírus e possível prevenção. Esse órgão estima que 
60% dos surtos de gastroenterites ocorram por infecção por norovírus.  
Estudos sobre a presença de norovírus no meio ambiente, incluindo águas 
como veículo de contaminação, demonstraram a presença de norovírus em água 
potável, água utilizada para recreação, gelo, entre outros. Propõem-se água de esgoto 
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como a principal fonte de contaminação não só de águas utilizadas para consumo, 
mas também água de rios e mares, no entanto, estudos sobre a distribuição de 
norovírus e demais calicivírus no meio ambiente ainda não foram realizados. 
Os sapovírus humanos têm sido relacionados a surtos esporádicos no mundo 
todo, sendo bastante incidentes em crianças menores de 2 anos (55-60). Além de 
estarem associados a contaminação de comida os sapovirus foram recentemente 
evidenciados em amostras clínicas e em água de esgoto coletada no Rio de Janeiro, 
Brasil (61). Antes disso já haviam sido descritos em amostras ambientais como, águas 
de rios, efluente tratado e animais bivalves, por exemplo, ostras (56, 62-67). 
No Brasil a ausência de sistema de monitoramento para calicivírus humanos 
contribui para o desenvolvimento de novas abordagens para se obter dados a cerca de 
circulação desses vírus. Com exceção ao Laboratório de Virologia Comparada e 
Ambiental vinculado a Fundação Oswald Cruz, que é um instituto nacional de 
pesquisa brasileiro, as demais informações obtidas a respeito desses vírus são 
provenientes de estudos realizados em institutos de ensino superior e pesquisa.  
 A metodologia mais utilizada na detecção desses vírus é a reação em cadeia da 
polimerase (PCR),  quantitativa e em tempo real as quais têm sido extensivamente 
aplicadas (68-73). Embora seja uma metodologia com alta especificidade a PCR não 
permite descrever a viabilidade do vírus nessas amostras, e devido a ausência de um 
cultivo celular esse tipo de questão permanece uma incógnita. 
 Uma nova abordagem para detecção de vírus em amostras ambientais tem sido 
o uso da metagenômica, que permite não só detectar vírus conhecidos como também 
descrever novos vírus (74). Essa abordagem tem sido descrita em trabalhos para 
esgoto não tratado e também análise de fezes de indivíduos saudáveis. Nesses dois 
trabalhos particularmente houve uma congruência em alguns resultados como, a 
presença de vírus de plantas (74, 75). Isso justificado em ambas amostras pelo 
consumo de vegetais e folhas que podem estar contaminados com diversos 
microrganismo. Essa comparação apena reforça o uso de amostras de esgotos urbanos 
como uma matriz enriquecida de diversidade viral e um bom exemplo de uma amostra 
representativa de uma população de uma região geográfica especifica (74). 
 No trabalho apresentado a seguir três amostras durante os meses de junho, 
julho e agosto de 2014 e uma amostra referente ao mês de agosto de 2015 foram 
coletadas na Estação de Tratamento Norte, Brasília, Brasil. As amostras foram 
coletadas no tanque antes do tratamento com lodo ativado. Essa estação possui uma 
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vazão de 450 l/s e trata aproximadamente o esgoto sanitário de uma população de 180 
mil habitantes referente a sete regiões administrativas do Distrito Federal. 
 Essas amostras foram concentradas em baixa rotação e em seguida as 
possíveis partículas virais foram concentradas por ultracentrifugação e um colchão de 
20% de sacarose. O RNA das amostras foi enviado para sequenciamento utilizando 
método Illumina HiSeq paired-end, Macrogen, Coréia do Sul. Os dados obtidos foram 
analisados por meio de ferramentas de bioinformática e os resultados encontrados 








































An overview of the virome in wastwater in Brasilia, Brazil by High-throughput 
sequencing 
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The International Committee on Taxonomy of Viruses determines that 
presently the virosphere is composed of seven orders (Caudovirales, Herpesvirales, 
Ligamenvirales, Mononegavirales, Nidovirales, Picornavirales and Tymovirales) and 
111 families represented by more than 9,000 viral sequences (76). However, 
metagenomic studies suggest that this number is just a small representation of all 
viruses present in nature (74). Viral metagenomic studies can be performed directly 
after nucleic acid extraction, and have the potential to identify novel viruses without 
any previously known sequences and without lab culturing and virus isolation (74, 77-
79).  
 In the past few years environmental samples have become increasingly 
important sources for virus discovery (74, 78-80). The World Health Organization 
(WHO) created a guideline regarding the quality of water for consumption that 
reinforces viruses as important pathogens once waterborne transmission is well 
known as an important dissemination route for enteric viruses.  
 It is well known that low temperatures, acidic pH, presence of salts and 
organic matter in solid suspensions are important factors that can increase the 
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persistence of enteric viruses in wastewater biomes (81, 82). Some studies 
demonstrated that water temperature alone modulates the persistence of viruses in 
groundwater. It has been broadly demonstrated in literature that human enteric 
viruses, plant viruses and even insect viruses are detected, and even persist in 
wastewater after treatment (77, 78, 83-85). Traditional guidelines for the assessment 
of water quality are based on monitoring of indicator fecal bacteria, a method that 
completely bypasses the virome (67, 86). 
 In Brazil sanitary surveillance systems monitor rotavirus and adenovirus 
presence in clinical samples, but viruses like human calicivirus are only studied in 
research level (87). Recently, in environmental studies performed in Brazil human 
caliciviruses have been detected and sequenced using a combination of molecular 
techniques in a water source (61, 88, 89). 
 In this work a metagenomic approach using the Next generation sequencing 
(NGS) or High-throughput sequencing method was performed to have a broadly view 
of viral diversity of the Federal District of Brazil. One untreated wastewater sample 
was collected per four months and the total RNA was sequenced using paired-end 
methodology and later libraries were assembled and analyzed to determine what 
viruses exist in this region and specifically the enteric viruses complete genomes that 
can represent gastroenteritis outbreaks during those periods. The presence and 
relevance of the animal, plant and insect viruses in wastewater were also discussed 
but other viruses as bacteriophages and amoeba or protozoa infecting viruses are not 







The Federal District is the capital of Brazil, located in the Midwest region of 
the country with a population of 2.8 million.  Brasilia city is located in the center of 
the Federal District with a population of 200.000. The Midwest region is defined by 




Wastewater samples were obtained from the third wastewater treatment plant 
(wwtp) in the Federal District (ETE Norte) with an average flow of 450 L/s. It 
collects effluent from seven neighborhoods (Asa Norte, Vila Planalto, Lago Norte, 
Taquari, Vila Estrutural, Vila Varjão and Torto) that together have approximately 
180.000 habitants. The sewage is treated using a conventional system of activated 
sludge, an aerobic process, and the final effluent is discharged in the Paranoá Lake. 
The artificial Paranoá Lake has an area of 38.1 km2 and an estimated volume of 498.6 
x 106 m3. 
 All sample collections of wastewater were done at the station in the pre-
treatment stage, where only a physical barrier is applied to reduce the presence of 
large debris in the water. The samples were collected on the first week of June (S1), 
July (S2) and August (S3), 2014 and on August (S4), 2015. For each sample, 1000mL 
of wastewater were collected and stored in a sterilized glass bottle kept on ice until 





In order to remove solid matter, the sample of 400 mL was first centrifuged 
for 20 min, at 5,000 x g at 4˚C.  Virus enrichment of the supernatant was performed 
by ultracentrifugation at 142,000 x g for 1h at 4˚C (Beckman rotor Type 45Ti), over a 
20% sucrose cushion. The pellet was ressuspended with 2 mL of Milli-Q water and 
kept on ice. 
 
Total RNA extraction and Next-Generation Sequencing 
RNA extractions were performed using ZR Soil/Fecal RNA MicroPrep (Zymo 
Research) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the concentrated 
sample (200 µL out of 2 mL) was mixed with lysis buffer (1 mL) and the lysate was 
passed through three different steps of filtrations using specific columns for large 
DNA elimination, total RNA elution and polyphenol removal. For each sample, 5µg 
of total RNA were dried in an RNAStable column (Biomatrica, San Diego, CA, USA) 
and sent for high-throughput sequencing at Macrogen Inc. (Seoul, Korea), where the 
samples were ressuspended and further treated for rRNA removal using Ribo-Zero 
rRNA removal kit (Bacteria) (Illumina, San Diego, CA, USA) and cDNA library 
construction using TruSeq RNA library preparation kit (Illumina). The samples were 
sequenced at Macrogen Inc. (Seoul, Republic of Korea) using Illumina HiSeq 2000 
paired-end method in 5G scale for each sample 
 
Data Analysis 
 The reads from each sample were quality verified; adapter sequences removed 
and contigs were de novo assembled using CLC Genomics Workbench version 6.3. 
The commercial program Geneious Biomatters version 9.1.5 was used to perform 
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Blastx searches using the assembled contigs against the viral genome RefSeq database 
obtained from GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/viruses/).  
The results were organized into viral (hit) and non-viral (no hit). The viral hits 
were further sorted into viruses that infect plants, insects, animals (humans included) 
and other viruses.  
 To assemble the largest viral genomic sequences as possible for the 
gastroenteritis viruses that were found in the samples, contigs associated to each virus 
were used in the “map to reference” tool of the Geneious program. This way, the de-
novo assembly tests all other reads in the dataset for their contiguity to the initial 
gastroenteritis virus contigs generated. This technique allows for an extension of the 
original contigs leading to full length or near full-length genomic sequences. All 




Total Data Set 
The workflow was shown in Fig 1 from the sample collection to (near)-
complete genome assembly. After quality control, the following amounts of trimmed 
paired reads were obtained: 27,260,854 (June_2014 (S1)); 27,268,978 (July_2014 
(S2)); 27,270,556 (August_2014 (S3)) and 26,929,026 (August_2015 (S4)). The great 
similarity of obtained reads between samples is an indicative of good quality pattern 
maintained during sample processing. 
 As shown in Fig 2, virus and virus-related reads composed less than 2% of all 
contigs. Those numbers were obtained after Blastx search against viral RefSeq with 
results presented as viral hit and no-hit. It is important to highlight that together the 
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sum of all contigs of no-hit is 628,025 and this could hide a very gross fraction of yet 
unknown viruses.  
 We distributed the viral hits into three different classes: plant, insect and 
animal-infecting viruses as shown in Fig 3. The dataset from samples S1 was the one 
with lesser viral hits, however it was the sample that had more contigs assembled to 
animal viruses including human viruses that represented 3.23% of all viral sequences 
obtained. Samples S2, S3 and S4 had a similar number of viral hits however the 
distribution of viral hits between classes, as shown in Fig 3, demonstrated that S2 had 
similar amounts of contigs for plant and animal-infecting viruses, while S3 and S4 
had a similar number of hits between the three classes. Regarding human virus hit the 
results were inferior to S1 being 1.65 % to S2, 0.68 % to S3 and finally 1.06 % of 
each respectively total virus contig hit. The results of BlastX are represented in four 
tables (supplementary table S1, S2, S3, S4).  
 The results concerning most hit contigs are described below. Where the main 
focus of these study was to detect and describe the most important acute 




The most representative human viruses in all samples were human 
picobirnavirus. and husavirus. The human picobirnavirus is a small, spherical, non-
enveloped virus with two double-stranded RNA genomic segments reported in 
respiratory and fecal human samples (90). Husavirus was found in samples S1 and S3 
and Picobirnavirus, in S2 and S4. Husavirus named human stool-associated RNA 
virus was described as a novel genus in the order Picornavirales that contains one 
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single ORF and ssRNA positive sense with approximately 9kb and VPg (viral protein 
genome associated) at the 5’ end followed by type I IRES and a poly(A) tract at the 3’ 
end (91). Enterovirus C of the family Picornaviridae was found in samples S1 and 
S2, with a total of 20 contigs (from 72 to 2209 bps).  
 The major etiologic agents of human gastroenteritis were detected in all 
samples and those that had their complete genomes assembled are assigned in Table 
1.  
Aichi virus (accession number:xxxx) is a picornavirus associated with human 
acute gastroenteritis that was detected in all sewage samples but S3. All complete 
genomes were deposited in GenBank under following accession numbers: aichi virus 
S1 (XXXXXX); aichi virus S2 (XXXXXX); aichi virus S4 (XXXXXX). In all three 
samples positive for aichi virus the genomes assembled were classified as genotype B 
and presented nucleotide identity of 98% (S1), 98% (S2) and 96% (S4) to reference 
genome FJ890523.  
 Rotavirus A was detected in all samples except S1. All genomic segments of 
Rotavirus A were found and the longest contig sequence belonged to segment 1 with 
1088bp. This virus belongs to the Reoviridae family and has a dsRNA genome 
divided in 11 segments that codify at least 13 proteins. The non-enveloped, non-
turreted virion with a triple capsid structure has about 80nm in diameter (92). It is still 
the major cause of acute gastroenteritis around the world especially in countries 
where the vaccination is not implemented (93).  
 Astrovirus, another pathogen that causes gastroenteritis in young children, was 
detected in all samples. One complete genome of human astrovirus was assembled 
(accession number: xxxxx) (Table 1). The virus possesses non-enveloped virion with 
positive ssRNA and three open reading frames (94, 95). The assembled virus genome 
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of S1, S2, S3 and S4 showed higher identities to astrovirus strain 1 HQ398856.2. Also 
in S2 two other genomes were assembled, one from strain 4 with 99% identity to 
KF039912.1 and the other from strain 5 with 97% identity to KF157967.1. 
 The most representative gastroenteritis viruses are of the Caliciviridae family, 
namely Norovirus and Sapovirus. They are non-enveloped viruses, ssRNA positive 
sense, with two or three ORFs and genomes with approximately 8kb with VPg at the 
5’ end and poly(A) at the 3’ end (96). Presently, they are the major viral causative 
agents of acute gastroenteritis in children under 5 years old and elderly people (17). 
Two norovirus and three sapovirus genogroups were assembled (Table 1) (accession 
numbers: xxxxx, xxxxx, xxxx, xxxxx….). The number of contigs and sequence 
lengths can be found in Supplementary Table S1. These viruses are classified by the 
capsid gene nucleotide sequence. They are also divided in genogroups and genotypes. 
The most epidemic norovirus genotype is GII.4 (97) and it was detected in our 
samples. Since 2014, in China, GII.17 was described as new epidemic genotype 
because of its persistence in population. Surprisingly this new epidemic genotype was 
detected in S4 (August_2015) and its entire genome was assembled with 98% 
nucleotide identity to reference genome KT780404. 
 
Animal viruses 
 In Figure 3 it is possible to see that a great part of the viral hits of all samples 
is related to animal viruses. The presence of these in domestic sewage could be 
related to zoonosis. In all samples, viruses described as pathogens for domestic 
animals were detected after Blastx such as canine astrovirus and porcine 
picobirnavirus. Both were detected at least in three out of four samples. Canine 
astrovirus is a pathogen described as a cause of diarrheic disease in dogs and is 
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usually detected in mixed infections with canine parvovirus and canine coronavirus, 
although these two were not identified in any of samples of this study. 
 The picobirnavirus was first described in Brazil in human fecal samples and 
from feces of wild black-foot pigmy rice rats (Oryzomys nigripes) in 1988. The 
isolates from human, porcine and those from environmental samples usually present 
genetic homology. 
   
Plant viruses 
Important pathogens in plants were also encountered in our survey such as Bean 
necrotic virus, Melon yellow virus and Pepper mild mottle virus (PMMoV). The latter 
is extensively mentioned in literature as a possible wastewater treatment biomarker 
for quality control (67, 75, 98-101). Viruses like Garlic common latent virus (GCLV) 
were also found in the samples. GCLV is a Carlavirus that belongs to the 
Betaflexiviridae family. It has a non-enveloped, flexuous, filamentous capsid with 
470-1000nm length and 13nm in diameter. The linear single-stranded positive RNA 
has six open reading frames and the genome size ranges between 5.8 to 9kb. 
Carlaviruses have a 5’end cap and a poly-(A) tract at the 3’end (102). 
 PMMoV is a tobamovirus that belongs to the Virgaviridae family. It is a non-
enveloped virion with a rigid helical rod capsid with 18nm in diameter and 300-
310nm in length. The genome is linear, single-stranded positive RNA with an average 
length of 6.3-6.5kb. PMMoV genomes contain four open reading frames and have a 
cap at the 5’end and a tRNA-like structure at the 3’end (103, 104). PMMoV wasn’t 
detected in sample S1 but in the other samples it was possible to count 25 hits on 




In all four samples several invertebrate viruses were detected like Autographa 
californica virus, Helicoverpa zea nudivirus, Solenopsis invicta and some important 
members of the family Dicistroviridae like Acute bee paralysis virus and Aphid lethal 
paralysis virus detected in all four samples. Dicistroviruses have ssRNA, positive 
sense, linear genomes of 8.5-10.2 kb with two open reading frames separated by an 
internal ribosome entry site (IRES) element and with VPg in their 5’ ends and poly A 
in their 3’ ends. They have a non-enveloped capsid of approximately 30nm of 
diameter (105). Aphid lethal paralysis virus was isolated from bird cherry-oat aphid 
(Rhopalosiphum padi) a well described wheat virus vector (106). This virus was 
mostly detected in sample S1 with 5 hits on Blastx with minimum sequence of 807bp 
and maximum of 2,035 bp, all of them had an e-value equal to 0. 
 Acute bee paralysis virus is described as a virus that can kill pupae and adult 
honeybees (107). It was found in all samples with a total of 24 hits on Blastx with 




Viral metagenomic studies of environmental samples have been shown as efficient 
approaches to detect human and animal-related pathogens but also viruses that are 
part of the ecosystem in a symbiotic way. The genome sequence information obtained 
through NGS is valuable especially for uncultured viruses. The main objective of this 
study was to describe human enteric viruses circulating in Brasilia, Brazil, during dry 
season months on the year of 2014 and 2015. Unexpectedly, our analysis showed that 
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the sewage water virome is very useful not only to monitor for human viruses but also 
for plant viruses.  
 Using next generation sequence paired-end method the data obtained was first 
classified between viral match and non-viral match. Here it is important to point out 
that the majority of viral matches were of phages and giant viruses in all samples as 
previously observed by Cantalupo et al in 2011 from samples collected in Barcelona 
(Spain), Pittsburgh (United States of America) and Addis Ababa (Ethiopia)(74). 
 In this study, at least 49 different human viruses were found by Blastx analysis 
against a viral RefSeq genome database. Among those, all important human acute 
gastroenteritis RNA viruses were detected and the most epidemics had examples of 
complete genome assembled (Table 1). However, many of them were not fully 
studied due to the lack of contigs or reads or low identities to reference viruses.  
 Among gastroenteritis viruses, the number of contigs of rotavirus was 
unexpectedly low, possibly due to the widespread vaccination of children under 2 
years old in Brazil. On the other hand, human astrovirus were found in all samples, as 
the third most common viral cause of acute gastroenteritis in children under 5 years 
old. This virus is estimated to be involved in 0.5 % to 15 % of all viral enteric 
outbreaks (2, 108). In detail, astrovirus genome assembled was identified as MLB1 
and MLB2 in this study and the first one was first reported in Brazil only in 2015 
using clinical samples from South, Southeast and Northeast coastal regions(109). This 
shows that the wastewater virome analysis is also useful for gastroenteritis virus 
monitoring. 
 The Caliciviridae family contains two genera that infect humans, Norovirus 
and Sapovirus. Both are divided into genogroups and genotypes being genogroup GII 
for norovirus and GI for sapovirus the most prevalent. Norovirus are considered the 
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cause of almost 50% of gastroenteritis worldwide (110) and is broadly detected in 
clinical samples, rivers and wastewater (61, 88, 89, 111). In this study norovirus GI.2, 
GI.6, GII.4 and GII.17 were identified and their complete genomes were assembled 
from the sewage samples. The genotype GII.17 is a novel variant that emerged and 
persisted in Asian countries replacing GII.4 from hospitalized patients (112). 
Norovirus GII.17 was first detected in Brazil in 2016 in stool samples collected in the 
North region (113). The complete genome of genotype GII.17 demonstrated 98% 
identity to the GII.17 reference genome available in GenBank (accession number: 
KT780404).  
 Unlike norovirus, the human sapovirus are less described in Brazilian clinical 
literature (61). Only recently the first environmental study detected the presence of 
sapoviruses in sewage in the state of Rio de Janeiro by RT-qPCR (61). It has been 
shown that even though a high number of positive environmental samples for 
sapoviruses is common, only few positive samples have been found in clinical 
investigations(61). It is assumed that sapovirus infections of humans are associated to 
subclinical conditions, as commonly observed for Norovirus GI. In this study, the 
complete genomes of SaV genotypes GI.1, GI.2, GIV and GV were assembled, 
corroborating to other studies performed in water and wastewater in Italy, Spain and 
Japan (114-116). 
 Among the plant viruses detected it was noticed in half of the samples the 
presence of Pepper mild mottle virus, a virus that can infect all species in the genus 
Capsicum. Surprisingly this virus was detected in abundance in another RNA virus 
human feces metagenomic study performed using sample from healthy individuals 
(75). In this work not only this plant viruses was detected but also contigs were 
assembled to Tobacco mosaic virus, Tomato mosaic virus, Maize chlorotic mottle 
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virus, Melon necrotic spot virus and others. Interestingly, all of them have also been 
previously detected in the gastrointestinal tract of humans (75). 
 The data input also presented results assembled for important insect viruses 
from the Dicistroviridae family. One of them, Acute bee paralysis virus, was 
represented in all four samples. This virus is widespread in honeybees (Apis mellifera) 
presenting sub-clinical etiology or a highly virulent pathology that causes death (107). 
In the southeastern region of Brazil the presence of this viruses  were demonstrated by 
qPCR  in correlation to a decrease in the adult bee populations (117). 
In conclusion this is the first study performed in Brazil to access viral diversity 
from raw sewage by only means next generation sequencing, resulting in the detection 
and description of several human acute gastroenteritis virus pathogens complete 
genomes. Our results demonstrate the diversity of enteric viruses circulating in the 
central region of Brazil and offer a simple methodology for human virus surveillance 
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Figure 1 Workflow from collection to data analysis. From left to right, from top to bottom are described all 
steps performed to achieve the results in this work. The black boxes concern the work performed on the bench 
from sewage collection until sequence analysis. The red boxes are related to pre data treatment until contigs were 
assembled. In the blue boxes the two main steps for genome assembling. 	
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Figure 2 Illustration of all the reads from each sample. Jun 2014 (S1), Jul2014 (S2), Aug2014 (S3) and 
Aug2015 (S4) hade the same profile concerning amount of viruses hit e non viruses. 
 
	
Figure 3 Illustration of different hosts viruses detected on sewage.  In blue there is plants, red is insect, green 
animals and the majority is purple and is composed mostly by phages and giant viruses that were excluded from 
this work. Animals in this figure are representing the number of human’s viruses also.  
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Table 2 Enteric viruses found in sewage samples that had their complete genome assembled. 
Gastroenteritis	Viruses	Complete	Genomes		 Jun_2014	 Jul_2014	 Aug_2014	 Aug_2015	Aichi	virus	 ✓	 ✓	 	 ✓	Human	Astrovirus	1	 ✓	 ✓	 ✓	 ✓	Human	Astrovirus	4	 	 ✓	 	 	Human	Astrovirus	5	 	 ✓	 	 	Norovirus	GI.2	 	 ✓	 	 	Norovirus	GI.6	 ✓	 	 	 	Norovirus	GII.4	 ✓	 ✓	 	 	Norovirus	GII.17	 	 	 	 ✓	Rotavirus	A	 	 ✓	 ✓	 ✓ Sapovirus	GI.1	 ✓	 ✓	 ✓	 	Sapovirus	GI.2	 	 ✓	 	 	Sapovirus	GIV	 ✓	 	 	 	Sapovirus	GV	 ✓	 	 	 																															
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Table S1 Blast results from S1.  
June_2014	Contig	#	 Accession	#	 Sequence	size	 Virus	hit	6	 NC_001918	 60-1276	 Aichi	virus	1	5	 NC_011400	 97-731	 Astrovirus	MLB1	1	 NC_013060	 758	 Astrovirus	VA1	5	 NC_012800		 2124	 Cosavirus	A	3	 NC_001612	 106-574	 Enterovirus	A	11	 NC_001472	 67-478	 Enterovirus	B	18	 NC_002058		 2209	 Enterovirus	C	1	 NC_001434	 660	 Hepatitis	E	virus	1	 NC_001489	 2225	 Hepatovirus	A	3	 NC_013443	 66-348	 HMO	Astrovirus	A	1	 NC_001806		 481	 Human	alphaherpesvirus	1	12	 NC_001943	 54-367	 Human	astrovirus	4	 NC_024694	 90-132	 Human	circovirus	VS6600022	4	 NC_006577	 70-140	 Human	coronavirus	HKU1	1	 NC_023984	 143	 Human	cosavirus	1	 NC_012802	 185	 Human	cosavirus	D	1	 NC_012798	 71	 Human	cosavirus	E	4	 NC_022518	 89-104	 Human	endogenous	retrovirus	K113	5	 NC_030454	 69-109	 Human	enterovirus	5	 NC_030454	 2187	 Human	enterovirus	3	 NC_009333		 94-550	 Human	gammaherpesvirus	8	1	 NC_009334		 1015	 Human	herpesvirus	4	type	2	1	 NC_001802		 1519	 Human	immunodeficiency	virus	1	11	 NC_001897	 72-630	 Human	parechovirus	11	 NC_001897		 2179	 Human	parechovirus	7	 NC_010810	 71-227	 Human	TMEV-like	cardiovirus	30	 NC_032480	 2893	 Husavirus	sp.	11	 NC_027126		 2776	 Kilifi	Virus	8	 NC_030922	 98-176	 Mamastrovirus	1	19	 NC_001959	 84-548	 Norovirus	GI	22	 NC_029646	 32-598	 Norovirus	GII	1	 NC_029647	 242	 Norovirus	GIV	8	 NC_001617	 69-184	 Rhinovirus	A	2	 NC_009996	 120-184	 Rhinovirus	C	2	 NC_012986	 151-642	 Salivirus	A	2	 NC_012957	 81-342	 Salivirus	NG-J1	4	 NC_006554	 69-447	 Sapovirus	C12	11	 NC_006269	 87-712	 Sapovirus	Hu/Dresden/pJG-Sap01/DE	7	 NC_027026	 120-452	 Sapovirus	Hu/Nagoya/NGY-1/2012/JPN	5	 NC_010624	 78-978	 Sapovirus	Mc10	8	 NC_008291	 68-277	 Taterapox	virus	3	 NC_006998		 108-844	 Vaccinia	virus	2	 NC_001611		 151-844	 Variola	virus									
	 45	
Table S2 Blast results from S2.  
July_2014	Contig	#	 Accession	#	 Sequence	size	 Virus	hit	9	 NC_001918	 88-303	 Aichi	virus	1	1	 NC_011400	 787	 Astrovirus	MLB1	1	 NC_016155	 787	 Astrovirus	MLB2	14	 NC_032426	 68-144	 Bastrovirus-like_virus/VietNam/Bat/17819_21	1	 NC_013443	 77	 HMO	Astrovirus	A	3	 NC_001943	 182-853	 Human	astrovirus	2	 NC_024694		 108-174	 Human	circovirus	VS6600022	103	 NC_007026	 30-556	 Human	picobirnavirus	25	 NC_032480		 20-305	 Husavirus	sp.	18	 NC_027126		 72-353	 Kilifi	Virus	4	 NC_030922	 119-917	 Mamastrovirus	1	17	 NC_001959	 68-351	 Norovirus	GI	16	 NC_029646	 80-919	 Norovirus	GII	1	 NC_011501	 315	 Rotavirus	A	2	 NC_011502	 105-317	 Rotavirus	A	2	 NC_011503	 247-325	 Rotavirus	A	2	 NC_011504	 172-166	 Rotavirus	A	2	 NC_011505	 77-108	 Rotavirus	A	3	 NC_011506	 88-894	 Rotavirus	A	3	 NC_011507	 393-1088	 Rotavirus	A	2	 NC_011508	 101-716	 Rotavirus	A	2	 NC_011509	 39-317	 Rotavirus	A	1	 NC_011510	 776	 Rotavirus	A	2	 NC_007547	 84-89	 Rotavirus	C	1	 NC_007572	 69	 Rotavirus	C	1	 NC_006554	 117	 Sapovirus	C12	20	 NC_006269	 73-642	 Sapovirus	Hu/Dresden/pJG-Sap01/DE	9	 NC_027026	 89-604	 Sapovirus	Hu/Nagoya/NGY-1/2012/JPN	1	 NC_010624	 105	 Sapovirus	Mc10	2	 NC_001611	 67-73	 Variola	virus																				
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Table S3 Blast results from S3.  
August_2014	Contig	#	 Accession	#	 Sequence	size	 Virus	hit	7	 NC_011400	 92-415	 Astrovirus	MLB1	2	 NC_032426		 86-1399	 Bastrovirus-like_virus/VietNam/Bat/17819_21	5	 NC_001943		 72-191	 Human	astrovirus	1	 NC_006273		 145	 Human	betaherpesvirus	5	1	 NC_009334		 414	 Human	herpesvirus	4	type	2	1	 NC_001897		 169	 Human	parechovirus	14	 NC_007026	 44-149	 Human	picobirnavirus	16	 NC_032480	 76-226	 Husavirus	sp.	6	 NC_027126		 74-141	 Kilifi	Virus	14	 NC_030922	 52-508	 Mamastrovirus	1	2	 NC_001959	 99-148	 Norovirus	GI	2	 NC_029646	 115-121	 Norovirus	GII	2	 NC_011500	 132-505	 Rotavirus	A	1	 NC_011501	 315	 Rotavirus	A	1	 NC_011502		 317	 Rotavirus	A	2	 NC_011503		 242-326	 Rotavirus	A	2	 NC_011504		 110-175	 Rotavirus	A	1	 NC_011505	 198	 Rotavirus	A	1	 NC_011506	 893	 Rotavirus	A	2	 NC_011507		 444-634	 Rotavirus	A	2	 NC_011508		 373-450	 Rotavirus	A	1	 NC_011509		 397	 Rotavirus	A	1	 NC_011510		 775	 Rotavirus	A	4	 NC_006554	 85-194	 Sapovirus	C12	3	 NC_006269	 72-170	 Sapovirus	Hu/Dresden/pJG-Sap01/DE	8	 NC_010624		 82-139	 Sapovirus	Mc10	2	 NC_008291		 56-83	 Taterapox	virus																					
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Table S4 Blast results from S4.  
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The complete genome sequence of a novel bastrovirus was determined. The genome 
has 5,875 nucleotides and shares 56% nucleotide identity with a bastrovirus-like virus 
found in bat feces. Astroviruses are one of the most common causes of human acute 
gastroenteritis. They belong to Astroviridae family and are currently classified into 
two genus: Avastrovirus and Mamastrovirus, which infect birds and mammals, 
respectively (https://data.ictvonline.org/proposals/ICTV%206th%20Report.pdf). The 
viruses are characterized as small rounded particles, non-enveloped, with linear, 
positive-sense and single-stranded RNA genome (118). Moreover, astrovirus-like 
viruses have been identified in feces of health humans (119), bats and rats and also in 
invertebrates (120). Despite most infections caused by astroviruses are usually 
asymptomatic, the emergence of novel astroviruses and their zoonotic potential 
should not be ignored. Here we report a draft of a complete genome of a bastrovirus 
identified in raw sewage sample analyzed in Brasilia, Federal District, Brazil. 
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The sewage sample was centrifuged in a low rotation to remove the solid matter 
followed by an ultracentrifugation with 20% sucrose cushion to viral particles 
concentration. RNA extraction was performed using ZR Soil/Fecal RNA MicroPrep 
(Zymo Research). The sample was processed for rRNA removal using Ribo-Zero 
rRNA removal kit (Bacteria) (Illumina, San Diego, CA, USA) and cDNA library 
construction using TruSeq RNA library preparation kit (Illumina). The samples were 
sequenced at Macrogen (Seoul, Republic of Korea) using Illumina HiSeq 2000 
paired-end method. The raw reads were quality trimmed and de novo assembled using 
CLC Genomics Workbench version 6.3 (http://www.clcbio.com/products/clc-
genomics-workbench/). The resulting contigs were compared to astrovirus complete 
genomes available in genbank using BLASTx (121) implemented in Geneious version 
9.1.5 (122). One assembled contig were related to bastroviruses, a basal group of 
astroviruses (2). 
The genome consists of 5875 nt and tree ORFs were identified: nucleotide position 75 
to 4298 (ORF1), 4324 to 5376 (ORF2) and 5406 to 5747 (ORF3). A brief analysis of 
the ORF1 encoded protein (1407 aa) revealed three distinct domains of v-metil 
transferase (29 to 428 aa), viral helicase-1 (607 to 849 aa) and viral RdRp-2 (969 to 
1334 aa). The analysis ORF2 encoded protein (750 aa) revealed a structural domain 
of calicivirus coat protein (24 to 137 aa). No domain was found for the ORF3 
hypothetical protein (342 aa). 
The phylogenetic analysis using all complete bastrovirus genomes (7 from human, 5 
from rat, 3 from bat and 1 from porcine) revealed that the Sewage-associated 
bastrovirus clustered with a highly divergent bastrovirus-like found in bat 
(KX907135) in Vietnam, which present only two orfs, with 56% nucleotide identity 
over the entire genome. Despite been probably associated with a mammalian host, it 
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is impossible from our results to confirm that and further studies need to be 
performed. 
 
Nucleotide sequence accession number.  




















CAPITULO II – Biologia Estrutural dos Calicivírus Humanos 
 
1. Nota de apresentação do capítulo 
 O capítulo II dessa tese refere-se ao trabalho realizado no período sanduíche 
de 2014 a 2015 na Universidade de Heidelberg e Centro de Pesquisa de Câncer da 
Alemanha (DKFZ). O trabalho foi realizado em colaboração com o Dr. Grant S 
Hansman.  




A obtenção de estruturas tridimensionais de partículas virais constituiu uma 
importante ferramenta para a maior compreensão das funções biológicas desses 
microrganismos. Questões a cerca da montagem, desmontagem, evasão da resposta 
imunológica do hospedeiro, entrada nas células, apresentação do genoma viral para 
replicação entre outras inúmeras questões têm sido respondidas por meio de estudos 
estruturais. 
As técnicas de microscopia eletrônica e cristalografia com difração de raios-X 
contribuíram nas últimas décadas para a geração de respostas as questões 
supracitadas. A microscopia eletrônica com contrastação negativa proveu as primeiras 
imagens de partículas virais e a classificação a partir da morfologia, enquanto que 
informações relativas às interações das subunidades do capsídeo em nível atômico 
foram obtidas a partir de cristalografia com difração de raios-X. 
Considerando-se que desde sua primeira identificação em 1970 (15) os 
calicivírus humanos ainda não possuem uma cultura celular estável que permita 
estudos a respeito da biologia viral, os dados obtidos por meio da biologia estrutural 
contribuíram para um maior conhecimento a respeito desses vírus. 
Os calicivírus são constituídos morfologicamente de 90 dímeros de VP1 
organizados em simetria icosaédrica onde  T=3 (número triangular) (Fig. 5). A 
simetria T=3 resulta em duas classes de capsômero. Uma composta por monômeros 
organizados em eixo de simetria de ordem 5 em dois ambientes quasi-equivalentes 
diferentes denominados A e B, e outro composto por dímeros organizada em torno 
eixo de simetria de ordem 2 onde as moléculas de VP1 ocupam espaços equivalentes 
denominado C-C (Fig. 5) (20). 
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Figura 5 Representação do capsídeo de Norwalk virus.(A) Interações entre os domínios S do capsídeo de Norwalk 
virus Ilustração da simetria icosaédrica T=3 com três subunidades quasi-equivalentes, A, B e C, coloridas em azul, 
vermelho e amarelo respectivamente. Os os vértices dos triângulos indicam 5 e 3 eixos. (B) Dímeros formados 
entre as subunidades em domínios quasi-equivalentes. A esquerda A/B e a direita C/C. (Modificada de Prassad et 
al, 1999). 
 
Com o uso de proteínas recombinantes foi possível determinar algumas 
estruturas de calicivírus humanos e animais. Em 1994, um estudo comparou, 
utilizando crio-microscopia eletrônica, capsídeos recombinantes expressos em células 
de inseto, de cada gênero da família Caliciviridae.  A resolução média entre as quatro 
estruturas ficou em torno de 19 Å. Foram observadas 180 moléculas de VP1 
organizadas em 90 dímeros (Fig. 6). O domínio P, descrito como protuberâncias na 
superfície das esferas, apresentou uma curvatura mais acentuada para os gêneros 
Sapovirus e Lagovirus, enquanto que para os gêneros Norovirus e Vesivirus o mesmo 
domínio apresentou extremidades mais arredondadas (13). Um estudo similar 
comparou um Vesivirus, identificado em ovários de camundongos e, outros calicivírus 
com resolução aproximada de 10 Å. A conclusão no entanto foi de que esse tipo era 
mais próximo dos sapovírus em morfologia do que dos calicivírus felinos (FCV) 
pertencentes ao mesmo gênero (123). 
 
 
Figura 6 Imagens dos capsídeos lado a lado comparados. (a) vesivírus isolado de camundongo, (b) sapovírus (c) 
vírus causador da doença hemorrágica em coelhos (RHDV) (d) calicivírus felino (FCV), (e) Norwalk virus e (f) 
norovírus GII.10. (Adaptado de Conley et al 2017). 
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Em 1999, Prasad e colaboradores determinaram por meio de cristalografia 
(difração de raios-X) a estrutura do capsídeo recombinante de norovírus numa 
resolução de 3,5 Å (Fig. 5). A região N-terminal contém 225 aminoácidos que 
constituem 8 fitas-β antiparalelas e formam o domínio S. Essa estrutura foi observada 
em outros capsídeos virais, no entanto a região C-terminal contém também 225 
resíduos que formam o domínio P que não foram observados em nenhuma outra 
proteína viral. Foi nesse estudo onde pela primeira vez a estrutura de 6 fitas- β 
formando um barril foi descrita como o subdomínio P2, região mais variável (em 
nucleotídeos) do capsídeo de norovírus e demais calicivírus (20). 
Nos anos 2000, uma série de estudos foram realizados para determinar 
proteínas não estruturais e suas atividades, como por exemplo, a protease 3C-like de 
norovírus humano. Essa proteína foi resolvida numa resolução de 1,5 Å, formando um 
dímero que contém uma tríade catalítica composta por His30, Glu54 e Cys139, sendo 
Glu54 fundamental para atividade enzimática (124) (Fig. 7). 
 
 
Figura 7  Representação do genoma de norovírus e sua possível forma de tradução e processamento da 
poliproteína presente na ORF1. O intuito dessa figura é ilustrar as estruturas resolvidas e publicadas no 
vinculando-as ao seu gene de expressão. As estruturas ilustradas estão disponíveis sob as seguintes identificações: 
VPg (norovírus murino) PDB: 2M4G; Protease PDB: 2FYQ; RdRp PDB: 1SH0 e VP1 PDB: 1HIM. 
 
A conformação em mão direita de homodímeros da RNA polimerase 
dependente de RNA (RpRd) foi resolvida numa resolução de 2,3 Å. Nesse trabalho 
foi demonstrada ainda a síntese de RNA com a formação de dímeros (125). A 
estrutura da RpRd ligada a um substrato natural foi resolvida numa resolução de 1.8 Å 
(126) (Fig.7). 
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Há alguns anos, estudos vêm descrevendo a importância de carboidratos 
encontrados em superfície de hemácias, epitélios celular da mucosa dos tratos 
respiratório, geniturinário e digestivo (127). Esses carboidratos são denominados 
antígenos do sistema sanguíneo (do inglês histo blood group antigens HBGA). Sua 
importância dentre os calicivírus deu-se a partir de sua identificação como possível 
receptor ou interceptor celular para entrada dos norovírus na células. Esses 
carboidratos são determinantes do sistema ABO e Lewis, a presença de fucose é 
comum a todos eles (Fig. 8). 
 
 
Figura 8 Síntese de antígenos do grupo sanguíneo. Proteínas conhecidas como HBGAs podem ser relacionadas a 
ligação e entrada de norovírus na célula hospedeira.  Os precursores de HBGA de tipo 1 e tipo 2 são modificados 
por α (1,2) -fucosiltransferase 2 (FUT2) para produzir H HBGAs, que são ainda modificados por transferases A e 
B para Produzem A e B HBGAs. Lewis HBGAs são determinantes do sistema de grupos sanguíneos de Lewis e 
são produzidos quando HBGAs são modificados por α (3,4) -fucosiltransferase (FUT3). Indivíduos sem FUT2 
funcional são denominados não-secretores, devido à ausência de HBGA A, B e H no corpo, enquanto indivíduos 
com um FUT2 funcional são denominados secretores. Fuc, Fucose; Gal, galactose; GalNAc, N-





Recentemente, um estudo comparando inúmeros domínios P de norovírus 
ilustrou a interação destes com carboidratos relacionados a antígenos do sangue 
(HBGAs). Nele foram definidas as ligações entre norovírus GII.4 encontrados em 
diferentes epidemias em comparação com norovírus GII.10 e GII.12. As altas 
resoluções obtidas para essas estruturas determinou interações antes descritas como 
negativas por imunoensaios (ELISA) (128). 
Para sapovírus, apenas a proteína não estrutural RNA polimerase RNA 
dependente teve sua estrutura resolvida (PDB: 2CKW). Ela apresenta uma porção em 
formato de mão direita que possui em seu terminal um canal contendo o sítio de 
atividade enzimática; é visualizada como um semicilindro de diâmetro de 58,4 Å 
(129). 
Existem ainda inúmeras estruturas para calicivírus já resolvidas, no entanto, 
para sapovírus são necessários maiores estudos e investimentos, enquanto que para 
norovírus é possível avaliar evolutivamente a persistência epidemiológica de 
determinados genogrupos a partir de suas estruturas, e ainda assim, esse tipo de 
análise possibilita confirmação ou sugestão de novas hipóteses de interações proteína 
viral-proteína hospedeiro, principalmente na ausência de estudos de genética reversa 


















3. Material e Métodos  
 
3.1 Material utilizado nesse estudo 
 
As sequências utilizadas nesse trabalho foram sintetizadas pela Life 
Technologies GmbH com intuito de otimizá-las para expressão em bactéria (E. coli). 
Os números de acesso no GenBank de cada sequência estão descritos na Tabela 2.  
  












Todos os clones foram digeridos pelas enzimas de restrição NotI (NEB) e 
BamHI (NEB) de acordo com as indicações do fabricante e, em seguida clonados em 
vetor pMAL-c2X (NEB) modificado (Fig. 9). Após amplificação do plasmídeo por 
meio de transformação de E. coli DH5α, foi realizada a extração de DNA plasmidial, 




Figura 9 Modificação de pMalc2c. Representação esquemática do pMalc2x com cassete de resistência a 
ampicilina (AmpR), lac-operon (lacl), proteína de ligação a maltose (MBP) e sítio múltiplo de clonagem (MCS). A 
sequência do MCS está representada na parte inferior da figura e as enzimas de restrição estão destacadas nas 
caixas vermelhas e a sequência destacada na caixa azul refere-se ao sítio de reconhecimento da HRV 3C protease. 
(Modificado de Leuthold et al 2016). 
 
3.3 Expressão de proteínas 
 
Após a confirmação dos plasmídeos por meio de sequenciamento, 100 ng/µL 
de cada plasmídeo foram utilizados  para a transformação da bactéria E. coli cepa 
BL21. Seguindo o protocolo, após o crescimento do transformante em meio nutritivo 
S.O.C sem antibióticos por 1 h a 37˚C e 130 rpm, o volume total foi transferido para 
um erlenmeyer contendo 100 mL de meio LB suplementado com ampicilina. O 
mesmo foi disposto em uma incubadora a 37˚C e 60 rpm, overnight. 
Para expressão em larga escala foram utilizados 9 L de meio LB suplementado 
com ampicilina nos quais foram distribuídos igualmente a cultura de  E. coli BL21 
transformada com o plasmídeo de interesse citado previamente. Durante 
aproximadamente 2 h a cultura foi colocada a 37˚C (norovírus) e 30˚C (sapovírus), a 
uma rotação de  6000 rpm. A densidade ótica em um comprimento de onda de 60 0nm 
foi então mensurada e ao atingir 0,4 a temperatura da incubadora foi reduzida a 22˚C 
(norovírus) e 15˚C (sapovírus). Em seguida, 1 mM de IPTG foi adicionado a cultura 
para indução da expressão do domínio P. A cultura foi incubada por 18 h. 
O volume total foi centrifugado por 15 min a 6500 rpm, 4˚C (Beckman coulter rotor 








O pellet foi ressuspendido em 100 mL de PBS 1X e em seguida sonicado por 
dois minutos (pulsos de 10 segundos em intensidade máxima). Para a primeira etapa 
de purificação, que consiste em recuperar a proteína de interesse fusionada a MBP 
(proteína de ligação a maltose), foi utilizada uma resina de Agarose Ni-NTA para 
proteínas marcadas com histidina (His) (Genaxxon bioscience) e três etapas de 
lavagem com 10 mM, 20 mM e 50 mM de imidazol em tampão Tris-HCl 25 mM, pH 
7,6 e 300 mM NaCl. Para eluição, a coluna foi lavada com o mesmo tampão mas 
contendo 250 mM de imidazol e o volume foi coletado (o volume utilizado nessa 
etapa era variável de acordo com a concentração de proteína alcançada, ou seja a cada 
10 mL de tampão adicionado a coluna, as gotas coletadas eram mensuradas em um 
NanoDrop (Thermo Scientific) e quando havia um decréscimo na concentração a 
adição e coleta de tampões eram interrompidas). A confirmação dessa etapa foi 
realizada por meio de SDS-PAGE. Em seguida, a proteína contendo MBP e cauda de 
histidina foi digerida com HRV-3C Protease (Novagen), seguindo as recomendações 
do fabricante.  
Na segunda etapa do procedimento, a proteína clivada foi novamente 
purificada utilizando coluna de Ni-NTA (Qiagen). Após a lavagem com 10 mM de 
imidazol em tampão Tris-HCl + NaCl (como descrito acima), a proteína clivada foi 
coletada e sua presença no eluato confirmada por SDS-PAGE. Para a etapa final, a 
proteína coletada foi dialisada overnight a 4˚C no mesmo tampão supracitado. 
Como a técnica de cristalização exige um elevado grau de pureza, a etapa final 
para obtenção dos domínios P foi de purificação utilizando coluna de cromatografia 
por exclusão de tamanho (Äkta prime) (coluna Superdex 75pg – Hiload 25/600). As 
frações coletadas foram confirmadas por SDS-PAGE e concentradas até a proteína 




O processo de cristalização foi dividido em duas etapas. A primeira foi 
realizada pela Plataforma de Cristalização de Proteínas (Biochemie-Zentrum der 
Universität Heidelberg), onde a proteína foi entregue para um rastreamento em 4 
placas de 96 poços com diferentes condições para cristalização. O kit utilizado foi  
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JGSC Core Suite screen (Qiagen). O processo automatizado, realizado equipamento 
Phoenix RE nano-liter crystallization robot. Foi possível monitorar o processo de 
cristalização a partir do software Rigaku CrystalTrak. Após uma análise diária era 
possível determinar quais condições foram compatíveis para formação de cristais1. 
A segunda etapa da cristalização foi realizada manualmente. Placas de 15 
poços (EasyXtal 15-Well Tools – QIAGEN) foram montadas utilizando as melhores 
condições encontradas na plataforma de cristalização (Fig. 10). Como ilustrado na 
figura 10 cada linha possuía uma concentração de solução mãe variada. A primeira 
linha possuía a concentração indicada pela plataforma, enquanto que a segunda foi 
diluída 1:10 e a terceira 1:9. O volume final em cada poço era de 500 µL. O método 
de formação do cristal foi o de gota pendurada onde 1 µL de proteína (4 mg/mL) é 
misturado com 1 µL da solução. As placas foram incubadas a 18˚C por 2 a 6 dias e 
todos os dias foram observadas utilizando o estereomicroscópio Nikon SMZ1500. 
Para observação de ligação entre domínio P e HBGA foi realizada co-
cristalização com 150 mM de cada carboidrato (antígeno H, Lewis Y, A tri, B tri) e 
também com fucose na mesma concentração. 
 
 
Figura 10 Esquema ilustrando as etapas para cristalização in house com placa de 15 poços e três concentrações 
diferentes.  
 




Tabela 4 Condições de cristalização para cada proteína expressa. 
Condição	 Concentração	 Nome	 pH	 Grupo	H12	 0,1	M	 Ácido	Cítrico	 5	 Sal		 20%	m/v	 Polietileno	Glicol	6000	 6,5	 Polímero	F5	 0,1	M	 Acetato	de	Sódio	 5	 Sal	
 
3.6 Coleta e processamento de dados 
 
Os dados referentes a difração de raios-X foram coletados no European 
Synchrotron Radiation Facility (ESRF), Grenoble, França, utilizando os beamlines 
BM30A e ID23-1. Os dados foram processados usando XDS (do inglês X-ray 
Detector Software) (130). 
As estruturas foram resolvidas usando substituição molecular (do inglês 
molecular replacement) usando o software PHASER (131). A estrutura do domínio P 
de GII.22 foi resolvida usando o domínio P de GII.10 como modelo. A estrutura de 
GII.21 foi resolvida usando um monômero de GII.22 como modelo. As estruturas 
foram refinadas e corrigidas manualmente em várias rodadas utilizando-se o 
programa COOT (132). Em seguida foram ainda mais refinadas utilizando-se o 
software PHENIX (133). As estruturas foram validadas pelo MolProbity. (134). As 
imagens foram produzidas com o visualizador tri-dimensional para computador 


















4.1.1 Alinhamento de aminoácidos referente ao capsídeo de norovírus GII 
 
 As sequências completas de aminoácidos referentes aos capsídeos de todos os 
genótipos de norovírus utilizados nesse trabalho foram alinhados usando MUSCLE 
(Fig. 16A) e em seguida, suas distâncias filogenéticas foram analisadas com Sequence 
Demarcation Tool versão 1.2 (SDTv1.2) (Fig. 16B) (135). Os genótipos GII.10, GII.4 
e GII.17 foram inclusos na análise pois, o primeiro foi utilizado para substituição 
molecular na resolução da estrutura de GII.22 enquanto que GII.4 e GII.17 são 
referentes aos genótipos mais prevalente e incidente, respectivamente (Fig. 11). 
 
 
Figura 11 Análise das identidades filogenéticas dos capsídeos de diferentes genótipos do GII de norovírus. 
Alinhamento realizado com as sequências completas de GII.16, GII.18, GII.19, GII.20, GII.21 e GII.22 com 
adição de GII.10, GII.4 e GII.17. O genoma é dividido em domínio S formado pelos aminoácidos de 1 a 225 e 
domínio P de 226 a 568 (em média). A partir do alinhamento foi montada uma árvore filogenética com intuito de 
ressaltar as identidades na pirâmide colorida a frente onde as distâncias são destacadas de cima para baixo e da 
esquerda para direita, sendo 100 em vermelho o número referente a relação entre a sequência e ela mesma. Tanto 
em A quanto em B a nomenclatura contém o número de acesso do GenBank e o genótipo. As sequências referentes 







4.1.2 Expressão e Purificação de proteína 
 
 Como mencionado na Metodologia seis genótipos de norovírus do genogrupo 
GII pouco detectados foram escolhidos para expressão, purificação e cristalização, 
GII.16, GII.18, GII.19, GII.20, GII.21 e GII.22.  
 Em todos os casos foi possível seguir o mesmo desenho experimental até a 
segunda etapa de purificação, onde a proteína de ligação a maltose é clivada do 
domínio P (Fig. 12). 
 
 
Figura 12 SDS-PAGE de todos os genótipos de norovírus expressos e semi-purificados. Os números acima dos 
poços são referentes aos genótipos. Esses resultados de eletroforese ilustram a clivagem bem sucedida de todos os 
domínios P (entre 27 a 40 kDa).  
 
 A etapa seguinte de purificação através de cromatografia por exclusão de 
tamanho foi realizada para todos os domínios P. O domínio P GII.18 não apresentou 
boas frações após purificação e foi excluído após essa etapa. O GII.19 não apresentou 
nenhum cristal na plataforma, sendo, também, excluído do estudo. 
 Os domínios GII.16 e GII.20 foram purificados e concentrados até 
aproximadamente 4 mg/mL. No entanto após envio a plataforma de cristalização não 
foram observados bons cristais. Um tentativa de crescimento de cristais in house foi 
aplicada mas após inúmeras tentativas esses dois genótipos também fora descartados 
do estudo.   
 Os domínios GII.21 e GII.22 apresentaram bons resultados de purificação por 
exclusão de tamanho e foram os únicos a serem avaliados durante todo o ensaio. 
Dessa forma na Figura 13 é possível observar o perfil da cromatografia realizada para 
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GII.21 enquanto que na Figura 14 um perfil semelhante de cromatografia e 
eletroforese para GII.22 em SDS-PAGE são observados. 
 
 
Figura 13 Perfil de cromatografia e eletroforese das frações coletadas para GII.21. A esquerda observam-se 12 
frações que compõe o pico utilizado como referência para o domínio P de GII.21. Apenas 9 frações foram 
avaliadas por eletroforese e são observadas na imagem a direita. Essa análise é levada em conta para avaliação do 




Figura 14 Perfil de cromatografia e eletroforese das frações coletadas para GII.22. A esquerda observam-se 13 
frações que compõe o pico utilizado como referência para o domínio P de GII.21. Apenas 11 frações foram 
avaliadas por eletroforese e são observadas na imagem a direita. Essa análise é levada em conta para avaliação do 
grau de pureza da amostra 
   
4.1.3 Cristalização 
 
 Todos os domínios foram expressos, purificados e enviados a plataforma de 
cristalização na Universidade de Heidelberg com exceção das proteínas referentes a 
GII.18 e GII.19. Ambas não foram purificadas de maneira eficiente na última etapa 
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por exclusão de tamanho. Como mencionado acima GII.16 e GII.20 não apresentaram 
bons cristais. 
 Os cristais de GII.21 foram obtidos com mistura 1:1 de proteína e solução mãe 
nomeada H12 descrita na Tabela 3. Os cristais apresentaram formato de placas 
alongadas, retangulares (Fig. 15A). Os cristais de GII.22 foram obtidos utilizando-se 
apenas acetato de sódio (condição F5), adaptada da plataforma para in house (Tabela 
3). Os cristais apresentaram formato de diamante (Fig. 15B). 
 
 
Figura 15 Cristais obtidos a partir da cristalização de GII.21 e GII.22. Imagens dos cristais formados a partir de 4 
mg/mL de domínio P de norovírus enviados para a Plataforma de Cristalografia da Universidade de Heidelberg. 
(A) Cristais alongados em forma de placas (GII.21). (B) Cristais com formato de diamante (GII.22). 
 
 Para GII.21 e GII.22 foi realizado o processo de co-cristalização com 
diferentes HBGAs (antígenos sanguíneos), com antígeno H, Lewis Y, Atri, Btri, entre 
outros, no entanto não foram obtidos resultados após a difração. Para GII.22 a adição 
de fucose, o açúcar que está presente na maioria das composições dos diferentes 
HBGA, gerou cristais em formato diamantes (não mostrados) e um padrão de difração 
de raios-X com densidade e dados que comprovam sua interação com o domínio 
GII.22. 
 O cristal do domínio P de GII.21 mostrou melhor solução no grupos espacial 
ortorrômbico P212121 enquanto os cristais tanto da estrutura sem ligante de GII.22 e 









Tabela 4 Coleta de dados e resultados do refinamento das estruturas GII.21, GII.22 e GII.22_Fucose 
	 Valor	ou	Descrição	 		 	 	 	
Parâmetros	 GII.21_apo**	 GII.22_apo	 GII.22_Fuc	
		 	 	 	
Alcance	de	resolução	(Å)	 48.56		-	2.17	(2.23		-	2.15)	 39.57		-	1.307	(1.35		-	1.31)	 49.12		-	1.36	(1.41		-	1.36)	




Reflexões	únicas	 98683	(9750)	 75196	(7416)	 68074	(6719)	
Completeza	(%)	 99.36	(97.14)	 99.74	(99.85)	 99.95	(99.87)	
Média	I/sigma(I)	 17.49	(3.93)	 27.58	(2.49)	 15.19	(1.96)	
Wilson	B-factor	 31.11	 11.75	 16.9	
Refinamento	 	 	 		
R-work	 0.1842	(0.2503)	 0.1786	(0.2269)	 0.1897	(0.2638)	
R-free	 0.2179	(0.2828)	 0.1954	(0.2356)	 0.2106	(0.2888)	
Número	de	átomos	não-hidrogênio	 14429	 2805	 2691	
		Macromoléculas	 13867**	 2336	 2368	
		Ligantes	 40	 		 15	
		Água	 522	 469	 308	
Resíduos	de	proteína	 1810	 301	 305	
RMS(ligações)	 0.005	 0.006	 0.007	
RMS(ângulos)	 0.97	 1.11	 1.09	
Ramachandran	favored	(%)	 97	 97	 96	
Ramachandran	outliers	(%)	 0	 0	 0.33	
Clashscore	 2.21	 6.07	 1.06	
Average	B-factor	 44.9	 17.1	 22.3	
		Macromoléculas	 45.2	 14.9	 21.3	
		Ligantes	 44.5	 		 25.7	
		Água	 38.4	 28.3	 29.9	
* Os valores entre parênteses são referentes a camada de maior resolução. **GII.21 foi resolvido com três dímeros, ou seja, 









 Os domínios P foram observados pela primeira vez por cristalografia e 
difração de raios X em 1999 (20). Os achados encontrados descreviam a presença de 
uma estrutura barril-β composta por 6 fitas antiparalelas. Além disso o domínio P se 
divide em P1 que é composto pelos aminoácidos 224 a 274 e 418 a 530, P2 então 
torna-se uma inserção entre esses aminoácidos sendo composto por 275 a 417, 
entretanto, P2 é a região mais externa e mais variável da estrutura, pois, supõe-se sua 
função como epítopo com função de neutralização. 
 Além disso, o domínio conserva três hélices α que possuem um loop 
conservado com os aminoácidos Pro-Pro-Gly para os dois genótipos aqui resolvidos. 
 O domínios P de GII.21 e GII.22 são aqui apresentados como monômeros a 
fim de facilitar as análises comparativas, no entanto, sabe-se que naturalmente 
ocorrem como dímeros (Fig. 16). A resolução de GII.21 foi configurada em três 
dímeros enquanto que a de GII.22 foi monomérica, como apresentada. 
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Figura 16 Estruturas cristalinas de raios X de norovírus GII.21 e GII.22 sem ligante. Os monômeros foram 
sobrepostos para que as diferenças fossem observadas e em seguida a sobreposição foi rotacionada para melhor 






As estrutura do domínio P é composta por três hélices α, sendo duas pequenas 
posicionadas dentro do domínio P2 com as seguintes sequências TTA e PKL para 
GII.21 e PAN e PKL para GII.22. Possui ainda 13 fitas β, onde 6 se organizam para 
compor a estrutura em forma de barril no domínio P2 presente nas duas estruturas 
apesar da diferença entre aminoácidos. 
A região do N-terminal se sobrepõe por 6 aminoácidos idênticos na sequência 
de P1 para os dois genótipos. O loop observado na porção superior da estrutura de 
GII.21 que não se sobrepõe a GII.22 é formado por aminoácidos entre 290 a 298, na 
Figura 21 é possível observar que não há formação desse loop na estrutura de GII.22 
(loop posicionado a direita do loop-A). O loop-A é o que mais se destaca forma-se 
dos aminoácidos entre as posições 337 a 348 para GII.21 e 341 a 351 para GII.22. Na 
Figura 16 é possível observar que não há sobreposição entre eles e ambos encontram-
se em posições diferentes. Além disso foram destacados dois loops na lateral da 
estrutura (loop-B e loop-C), o primeiro é composto pelos aminoácidos 392 a 403 para 
GII.21 enquanto que para GII.22 é composto pelos aminoácidos 396 a 401, o segundo 
é formado pelos aminoácidos 437 a 444 para GII.21 e para GII.22 os aminoácidos 439 
a 448. Essa região está destacada na figura 16 pois foi observada como região de 
ligação para HBGAs na estrutura GII.21 (136). 
A última análise realizada nesse trabalho foi a resolução da estrutura de 
domínio P de GII.22 co-cristalizada com fucose (Fig. 17) onde os aminoácidos N351, 
R352, D380 e I382 foram identificados como as regiões de contato com a fucose, no 
inicio da folha-β seguinte ao loop-A (Figura 16) formado por aminoácidos 341 a 451. 
Pelo menos o aminoácido R352 é conservado quando comparado GII.22 com GII.4 e 
GII.10, no entanto para GII.21, previamente descrito na literatura a região de contato 




Figura 17 Interação de fucose com domínio P2 de de norovírus. Acima a figura representa o domínio P2 
destacado da estrutura completa de P com a fucose. O primeiro quadro é um aumento da estrutura GII.22 ligada a 
fucose resolvida neste trabalho, onde os pontos de contato da fucose são compostos pelos aminoácidos N352, 
R352 e D381. O terceiro quadro é um aumento da estrutura de GII.4 (PDB:SJ35) onde apenas a fucose foi 
mantida. Os pontos de contato mostrados pela linha azul são compostos pelos aminoácidos T343, R344 e D373. 
No quarto quadro a estrutura de GII.10 (PDB:3ONY) é possível observar a fucose interagindo com os aminoácidos 
N354, R355 e D384. Por fim o quadro referente a estrutura GII.22 (PDB:4RMO) onde uma nova região de 




Os calicivírus humanos, com maior destaque, os norovírus, são a principal 
causa de gastroenterites agudas. Para os norovírus o modelo animal encontrado que 
produz o maior número de informações é o modelo murino enquanto que para os 
sapovírus o modelo usual é o modelo suíno (45). No entanto, as informações 
biológicas adquiridas a partir desses modelos só podem ser transpostas aos modelos 
de infecção humana com um limite bastante delineado. Sendo assim abrem-se portas 
para a busca de informações aquém de cultivos celulares e sistemas replicativos. E em 
uma dessas portas encontra-se a biologia estrutural.  
O uso de cristalografia, ressonância magnética nuclear e crio-eletro 
microscopia têm gerado inúmeros dados a respeito de diversos vírus incluindo os 
calicivírus. No entanto, até o momento, somente duas estruturas referentes ao 
capsídeo de sapovírus foram resolvidas, sendo uma delas, uma estrutura quimérica 
ainda não encontrada em infecções naturais (137, 138). Ambas foram resolvidas a 
partir de crio-eletro microscopia, sendo a primeira uma estrutura de resolução de 22 Å 
e a segunda de 8,5 Å.  
Além disso, a metodologia aplicada para obtenção das partículas (VLPs do 
inglês virus-like particles) em geral é a expressão de proteínas usando baculovírus 
recombinante. Essa técnica, bastante utilizada, desde 1997 (139), já foi descrita como 
pouco eficiente para obtenção de concentrações elevadas de partículas de sapovírus 
humanos (GI, GII e GV), o que dificulta estudos cristalográficos (140). 
 Expressar uma proteína de capsídeo pode ser um trabalho dispendioso, no 
caso dos calicivírus a estrutura em simetria icosaédrica T=3 determina que a sua 
composição seja de 180 unidades de VP1, dessa forma são 180 cópias de domínios S 
e 180 cópias de domínio P. O uso de cristalografia com difração de raios X para 
resolução de proteínas é bastante eficaz quando se têm fontes abundantes de 
quantidades de proteína e um bom modelo para substituição. Para os sapovírus 
humanos já foi abordada a dificuldade em ambos os casos, e para os norovírus uma 
forma mais rápida de se compreender a estrutura do capsídeo e suas possíveis funções 
foi estudar a unidade de forma individual, separando-a em domínios. 
 Norovírus ligam-se a HBGA que são carboidratos polimórficos encontrado na 
saliva e na superfície de diferentes epitélios, incluindo mucosa intestinal (141), sabe-
se que pelo menos nove diferentes tipos de HBGA são reconhecidos pelos norovírus 
	 71	
(127) e, são agrupados em tipo ABH ou Lewis de acordo com a posição da fucose 
(141). 
 Nesse trabalho seis genótipos pouco detectados do genogrupo GII de 
norovírus foram escolhidos como objeto de estudo a fim de se avaliar sua estrutura, e 
possível ligação com HBGAs. No entanto, apenas duas delas resultaram em modelos 
estruturais resolvidos e apenas GII.22 demonstrou ligação com fucose apesar dos 
esforços para se avaliar outras possíveis ligações. 
 Um estudo realizado recentemente demonstrou que o sítio de ligação para 
GII.21 seria único em relação aos demais, uma vez que não apresenta aminoácidos 
conservados na região previamente descrita. Enquanto GII.4 apresenta ligação na 
região dos aminoácidos T344, R345, D374 e G443, GII.21 apresenta ligação entre 
HBGAs e os aminoácidos W296, S352, S355 e N379, que seria uma região localizada 
na porção mais superior do domínio P (136). Para GII.22 foi possível demonstrar 
apenas pontos de contato em N351, R352, D380 e I382, que se aproxima da região de 
ligação de GII.4 (128). 
 A ligação com HBGA foi demonstrada para diferentes calicivírus (142-145) 
evolutivamente isso demonstraria uma manutenção de estratégia entre todos os 
patógenos que possuem esses carboidratos como receptores. A determinação de 
ligações com HBGA para diferentes norovírus pode gerar uma importante 
classificação fenotípica. Além disso estudos avaliando essas ligações podem ser 
implicados a estudos epidemiológicos. Embora não se saiba a razão especifica para 
GII.4 ser o mais epidêmico considerado a capacidade de ligação de outros genogrupos 
a HBGAs (146). 
 Nesse capítulo com intuito de se obter maiores informações sobre a biologia 
estrutural de calicivírus humanos, foram obtidos dados de duas novas estruturas de 
domínios P de norovírus, sendo GII.22 ainda não descrita na literatura. Juntas essas 
informações compões novos conhecimentos a respeito de calicivírus humanos e criam 






CAPITULO III – DESENVOLVIMENTO DE FERRAMENTAS BÁSICAS 
APLICADAS AO ESTUDO DE GENÉTICA REVERSA DE SAPOVÍRUS 
HUMANOS 
 
1. Introdução  
	
O termo genética reversa dentro da genética clássica é utilizado para descrever 
o processo onde a informação segue um caminho contrário, ou seja, um gene é 
determinado ou mutado e, o fenótipo resultante é estudado. Para vírus de RNA o 
termo pode ser utilizado quando há geração de vírus ou VLP (virus-like particle) a 
partir de cDNA, com intuito de se compreender a função de proteínas especificas do 
genoma viral (147). Estudos de genética reversa permitem uma maior compreensão 
da biologia viral, gerando dados a respeito das interações entre vírus-hospedeiro e, 
esses dados são a base para desenvolvimento de vacinas e tratamentos antivirais. 
Apesar dos inúmeros avanços nessa área, informações a respeito dos 
calicivírus são obtidas através dos sistemas desenvolvidos para os vírus animais 
devido a falta de uma cultura celular robusta que seja permissiva a infeção de 
calicivírus humanos. 
O primeiro sistema de genética reversa descrito para calicivírus foi publicado 
em 1995 pelos pesquisadores Sosnovtsev e Green. Eles demonstraram a infecção de 
cultura celular a partir de RNA de calicivírus felino (FCV) transcrito na presença de 
análogos de CAP-5’ in vitro (148). Antes, no entanto, nos anos de 1973 e 1988, já 
havia sido demonstrada infecção de culturas de células com partículas virais 
purificadas de calicivírus felinos e sapovírus suínos, respectivamente (149, 150). 
As estratégias bem sucedidas para esses sistemas são basicamente duas: 1. 
transcrição e adição de CAP in vitro e 2. transfecção de DNA em células expressando 
T7 RNA polimerase de um vírus ajudante. 
Para FCV primeiro foi desenvolvida a estratégia na qual o cDNA viral do 
genoma completo foi transcrito e adicionado de CAP in vitro, esse RNA apresentou-
se infeccioso e permitiu a seleção de uma melhor cultura celular (células de rins de 
felino) isso porque a presença de um receptor especifico, JAM-1, aumenta a eficiência 
da infecção facilitando o aumento no níveis de replicação e amplificação viral (148). 
Uma forma encontrada para pular a etapa de transcrição in vitro foi o 
desenvolvimento de um sistema onde um vírus ajudante, Vaccinia virus modificado, 
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expressando T7 RNA polimerase foi utilizado para infectar as células de felinos 
possibilitando a transfecção direta do cDNA do genoma completo do vírus mais o 
promotor T7 inseridos em um plasmídeo de expressão em células de mamíferos (151). 
Ambos ensaios permitiram identificar: i) receptores celulares importantes, ii) 
obrigatoriedade da presença de um análogo a VPg, bem como a iii) integridade do 
domínio referente a Protease-Polimerase viral (152-154). 
Seguindo a cronologia, o segundo calicivírus a ter um sistema de genética 
reversa desenvolvido foi o sapovírus suíno. Em 1988, já havia sido demonstrada a 
infecção desses vírus em culturas celulares (150), no entanto, apenas em 2005, 
utilizando uma abordagem similar a descrita para FCV, foi reportado o primeiro 
sistema de genética reversa para sapovírus suíno. A permissividade das células LLC-
PK (células de rim de suíno) só ocorreu quando foram adicionados ácidos biliares ao 
meio de cultura. Os vírus formados a partir desse sistema quando injetados em leitões, 
causaram sintomas atenuados, o que constatou a infectividade das partículas (37, 45). 
A necessidade de adição dos ácidos biliares para infecção viral já havia sido 
demonstrada anos antes em estudos que comprovaram a regulação negativa da 
resposta mediada por interferon na presença de ácidos biliares (46).    
Em 2006, o vírus da doença hemorrágica em coelhos (RHDV) teve seu RNA 
transcrito in vitro e transfectado em células de coelho RK13 (células de rim de 
coelho), além disso o RNA foi demonstrado infeccioso quando injetado diretamente 
no fígado desses animais (155). Posteriormente, demonstrou-se que, diferentemente 
de FCV, RHDV não exigia a adição de CAP e nem a presença da sequência do gene 
referente a VP2 para recuperação de novos vírus (156). Uma importante mudança na 
construção, como clonar o genoma viral completo sob o comando de um promotor 
CMV permitiu que houvesse uma produção maior de partículas virais infecciosas 
(157). 
Um importante modelo para norovírus humano é o norovírus murino (MNV), 
descrito pela primeira vez em 2003, como letal para camundongos 
imunocomprometidos (21). Sua importância deve-se ao fato de ser o primeiro 
norovírus com uma cultura celular permissiva amplamente estabelecida (22). Para o 
desenvolvimento de um sistema de genética reversa para MNV foram aplicadas as 
mesmas estratégias descritas anteriormente para FCV, no entanto, a recuperação de 
partículas virais só foi completa quando as células foram infectadas com Fowlpox 
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virus que expressavam T7 RNA polimerase, isso porque o Vaccinia virus apresentou 
um efeito inibitório na replicação de MNV (158).  
Atualmente, o sistema de genética reversa de norovírus murino foi modificado 
para a transfecção do RNA transcrito in vitro, pois o uso de um kit para adição de 
CAP pós-transcrição conhecido como ScriptCap seguido de eletroporação das células 
RAW264.7 (células macrófagos de camundongos BALB/c) permitiu uma recuperação 
mais rápida e robusta de partículas de MNV infecciosas (159). Muitos resultados 
foram obtidos a partir desses sistemas, um deles por exemplo, foi a função das regiões 
não traduzidas 5’-terminal e 3’-terminal do vírus, que em alguns casos poderia ser 
deletéria para a  replicação viral, quando mutadas (160). Outro importante achado foi 
a descrição da função da proteína codificada pela ORF4, que atua como um 
antagonista da resposta imune inata atrasando a expressão de alguns genes que 
desencadeariam a apoptose celular (14). 
Para norovírus humanos inúmeros estudos indicam tentativas de 
desenvolvimento de uma cultura celular robusta, bem como um sistema efetivo de 
genética reversa.  
O primeiro trabalho bem sucedido utilizando um construção com um gene 
repórter de norovírus humano consiste em uma linhagem BHK (células de rins de 
bebe camundongos) capaz de manter a replicação do genoma de Norwalk virus, por 
meio da inserção de um gene que confere resistência a antibiótico na posição de VP1 
(161). O RNA extraído dessas células foi capaz de replicar em células de hepatoma 
celular humano (Huh-7). Sendo então a primeira linhagem a replicar RNA de 
norovírus humano (161). Esse sistema, no entanto, não permite estudos a partir de 
modificações no genoma porém, permitiu avaliações quanto aos efeitos de inibição da 
replicação viral do interferon-α e do antiviral ribavirina (162). O mesmo grupo 
posteriormente utilizou esse sistema para determinar o papel do colesterol no aumento 
da infecção viral (163). 
De maneira geral tentativas de sistema de genética reversa, similares as 
descritas para FCV, não foram bem sucedidas para norovírus humanos, ou obtiveram 
apenas um ciclo de replicação sem novas infecções pós-passagem celular ou, em 
alguns casos, houve apenas detecção de RNA viral sem partículas ou com formação 
de VLPs (24, 25, 164). 
Recentemente os principais achados consistem de infecção de norovírus 
humanos em células B, um plasmídeo que contém uma progênie viral com um gene 
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repórter e, replicação de norovírus humanos em células tronco derivadas de 
enterócitos humanos (26-28). 
Após observarem replicação e presença de proteína estrutural de norovírus 
murino em células B, foi avaliada a possibilidade de se conseguir replicar norovírus 
humanos também nesse tipo celular. Para que isso ocorresse amostras fecais positivas 
para norovírus GII.4 foram utilizadas para a infecção. O grande achado desse trabalho 
consiste na não filtração da amostra fecal e da constatação de que a presença da 
bactéria Enterobacter cloacae, que expressa HBGA em sua superfície, aumentou os 
títulos virais na cultura celular. O uso de HBGA sintéticos com vírus oriundos de 
amostras filtradas também demonstrou um aumento no título viral. Dessa forma 
concluiu-se não só que norovírus humanos são capazes de infectar células B mas, 
também HBGAs funcionam como moléculas mediadoras entre o vírus e a membrana 
celular (27). 
Outra forma de cultivo celular descrita recentemente para norovírus humanos 
envolve o uso de células tronco oriundas de enterócitos humanos coletados durante 
biopsia de pacientes. Essas células são estimuladas a se diferenciarem em células do 
epitélio intestinal (enterócitos, células em goblet, células enteroendócrinas e células 
de Paneth), em uma monocamada, que foi transfectada com norovírus humano 
presente em amostra fecal. Nesse estudo a exemplo das culturas celulares de 
sapovírus suínos (45), foi utilizado bile junto ao meio de cultivo. Como resultado 
observou-se que apenas norovírus que alguns genótipos como GII.3, só eram isolados 
na presença de bile. Os norovírus GII.4 foram encontrados apenas em enterócitos, o 
que confirma a permissibilidade dessas células também para esses vírus assim como 
ocorre para outros vírus entéricos (28). 
Similar a outros sistemas de genética reversa, Katayama e colaboradores 
descreveram um sistema de genética reversa para norovírus humanos GII.3 
utilizando-se de GFP como gene repórter inserido na poliproteína, e o genoma 
completo viral expresso sob o comando do fator de elongação 1-α (EF-1α) em células 
COS-7 (células tipo fibroblasto de símio). Esse sistema comporta a replicação do 
genoma, formação de partícula viral, partículas virais contendo marcação de GFP e, o 
RNA extraído dessas partículas foi determinado infeccioso (26).  
Para sapovírus o ciclo replicativo ainda não é totalmente conhecido e a 
genética reversa foi estabelecida, até o momento, apenas para sapovirus suínos. Isso 
ocorre porque esses sistemas não foram elucidados usando genogrupos humanos 
	 76	
ainda e, a cultura celular para sapovírus suínos tende a ser laboriosa devido a 
condições restritivas para sua manutenção (37, 45). O papel da VPg na tradução viral 
foi recentemente descrito utilizando sapovírus suíno como modelo. Foi demonstrado 
que existe uma ligação entre VPg e eIF4E e uma associação ao complexo de tradução 
eIF4F (48). 
A ausência de uma cultura celular robusta faz com outras abordagens sejam 
desenvolvidas para estudo de calicivirus humanos. O uso de genética reversa tem se 
provado uma importante ferramenta na aquisição de informações a respeito de 
diferentes vírus de RNA. Consequentemente o desenvolvimento de um sistema de 
genética reversa para sapovírus humano seria a base para a geração de novos 




























Para a construção do clone infeccioso foi utilizado o genoma completo do 
sapovírus BR01 (número de acesso: AB614356) clonado em pGEM-T easy 
(Promega) e confirmado previamente (165). 
 
2.2 Construção do clone infeccioso 
 
A sequência do sapovírus BR01 (Sapo_CI) foi digerida por enzima de 
restrição PacI (NEB) (Fig. 24), de acordo com as indicações do fabricante. A 
purificação de DNA foi realizada utilizando-se o kit illustra GFx PCR DNA and Gel 
Band Purification (GE Healthcare Life Sciences). O produto foi armazenado a 4˚C. 
Para amplificação do vetor pcDNA3.1(+) (Fig. 24) (Thermo Fisher Scientific), 
gentilmente cedido pelo Dr. Alexandre M. Vieira Machado (Fiocruz – Centro de 
Pesquisa Renê Rachou), foram utilizados os primers indicados na Tabela 5, 
utilizando-se LongAmp Taq DNA polimerase (NEB). O produto de PCR foi 
purificado, também através do kit illustra GFx PCR DNA and Gel Band Purification 




Figura 18 pcDNA (Invitrogen). Esquema representativo do vetor de expressão em células de mamífero. 
 
Tabela 5 Principais primers utilizados para PCR de fusão 
DNA	alvo	 Primer	Forward	 Sequência	pcDNA	3.1(+)	 PacI_BGH_For	 TTTAATTAACCGTGCCTTCCTTGACC	Sapo_CI	 pcDNA_For_Sapo5	 TATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACGTGATTGGTTAGATGGTTTCCAAGC		 Primer	Reverse	 	pcDNA	3.1(+)	 pcDNA_Rev	 GCTTGGAAACCATCTAACCAATCACGTTAGCCAGAGAGCTCTGCTTATATA	Sapo_CI	 PacI_M10_oligodT50_Rev	 GTTTTCCCAGTCACGACTTAATTAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT	
 
A técnica de PCR de fusão (do inglês overlap-extension PCR) foi utilizada 
nessa estratégia para inserir o cDNA genômico de sapovírus BR01 em pcDNA3.1(+). 
Para a sobreposição foram utilizados 150 ng/µL de inserto e 50 ng/µL de vetor.  
Primeiro duas PCRs individuais foram realizadas para gerar cada fragmento (inserto e 
vetor) utilizando Phusion DNA polimerase (NEB). Para a fusão pelo primeiro PCR, 
foram utilizados 150 ng/µL de inserto e 75 ng/µL de vetor (proporção molecular 1:1) 
sem adicionar primers com 12 ciclos na temperatura para anelamento. Nessa etapa 
ocorre a sobreposição dos fragmentos indicados na Figura 19, que ilustra o processo 
completo. em seguida,  a segunda PCR foi realizada com primers PacI_BGH_For e 
PacI_M10_oligodT50_Rev que anelam novas extremidades geradas com 20 ciclos de 




Figura 19 PCR de Fusão. O esquema representa como foi realizada a fusão entre o pcDNA e o genoma de 
sapovírus. As setas indicam a posição de anelamento dos primers da tabela 5. 
 
O produto de PCR gerado, de aproximadamente 13 kb, foi precipitado com 
etanol e, em seguida digerido utilizando-se a enzima de restrição PacI (NEB) a 37˚C 
por 16 h. Para purificação completa, um gel de agarose 0,8% foi corrido com todo o 
volume da reação anterior. Em seguida, as bandas do gel foram excisadas e 
purificadas utilizando-se QIAEX II Gel Extraction Kit (QIAGEN).  Após quantificar 
o DNA (300 ng/µL), foi adicionada T4 DNA ligase (NEB) para recircularização do 
produto e posterior transformação. A reação foi realizada seguindo as instruções do 
fabricante. 
Um total de 5µL da reação foi utilizado para transformação de células 
eletrocompetentes DH10B (Termo Fisher Scientific). Após 90 min de crescimento, 
28˚C, em meio nutritivo S.O.C sem antibiótico o volume total (1mL) foi distribuído 
utilizando-se uma alça de Drigalski em uma placa de petri contendo meio LB ágar 
suplementado com ampicilina (100 mg/mL). Essa placa foi incubada por 18h em 
estufa 28˚C. Todas as colônias foram inoculadas em meio LB líquido suplementado 
com antibiótico para posterior extração de DNA plasmidial e análise a cerca da 
presença do plasmídeo referente ao genoma completo de sapovírus por 
sequenciamento de genoma completo, Macrogen (Coréia do Sul), utilizando-se da 




Tabela 6 Primers utilizados para confirmação da sequência do genoma completo 
 (primer walking). 




2.3 Transfecção celular 
 
Foram utilizadas para ensaio inicial as células CaCo-2 (adenocarcinoma 
colorretal) e Huh-7 (carcinoma hepato-celular). A cultura foi mantida em meio 
DMEM High Glucose (Gibco) com adição de 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) 
(Gibco) e 1% Antibiótico-Antimicótico (anti-anti) (100x) (Gibco), em garrafas de 75 
cm2 de área (frasco de cultura T75 KASVI) onde, cerca de 106 células eram 
plaqueadas a cada passagem.  
As transfecções foram realizadas em placas de 24 poços (Kasvi), onde, 105 
células eram plaqueadas 24 h antes do procedimento, para obtenção de confluência 
entre 70 a 90% de células aderidas. Para o ensaio 2 µg de DNA extraído a partir de 
miniprep. foram transfectados utilizando-se o reagente Lipofectamina 3000 
(Invitrogen), seguindo as indicações do fabricante. Meio sem antibiótico e sem soro 
foi utilizado quando o reagente era adicionado ao DNA. (Sapo_CI_pcDNA3.1 e 
pcDNA3.1). 
Brevemente, a recomendação do fabricante descreve que para o primeiro dia 
as células devem ser semeadas nas placas (após crescimento em garrafas de cultivo 
em passagens abaixo de cinco vezes) em uma concentração de 105 por poço. Após 24 
h espera-se uma confluência entre 70 a 90% para realização da transfecção. O DNA 
em quantidade de 2µg para cada poço foi então diluído em meio DMEM sem 
antibióticos e sem soro fetal, num volume final de 50 µL por poço, a esse volume foi 
adicionado 2 µL de reagente P3000 multiplicado ao número de poços a serem 
transfectados, por exemplo, 3 poços para pcDNA3.1(+) vazio igual a 6µg de DNA 
mais 150 µL de DMEM mais 6 µL de reagente P3000 em um único tubo. Para 
preparo da Lipofectamina 3000 são adicionados 0,75 µL de reagente para cada µg de 
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DNA mais 25 µL de DMEM para cada poço a ser trasfectado. Seguindo o exemplo 
acima foram adicionados 4,5 µL de Lipofectamina 3000 mais 75 µL de DMEM em 
um único tubo. As duas misturas foram misturadas e mantidas a temperatura ambiente 
por 15 minutos. Em seguida o complexo foi distribuído em cada poço e DMEM sem 
antibiótico e sem soro foi adicionado a cada poço até um volume final de 500 µL. As 
placas foram então levadas a estufa, 37˚C com 5% de CO2 e, analisadas 24 horas e 48 
horas pós transfecção (hpt). 
As células transfectadas foram observadas diretamente ao microscópio de 
fluorescência invertida ou confocal antes e depois da imunomarcação. 
Além de poços contendo células transfectadas em todos os ensaios células não 
transfectadas mas, submetidas a crescimento em meio DMEM sem antibióticos e sem 
soro fetal, foram observadas. 
 
2.4 Ensaio de Imunomarcação 
 
Como anticorpo primário foi utilizado soro de camundongo imunizado com 
subdomínio P2 de sapovírus, expresso previamente em E. coli BL21AI e, anti-dsRNA 
monoclonal coletado de hibridoma de camundongo, gentilmente cedido pelo Dr. 
Gorben Pijlman (Universidade de Wageningen, Holanda), e como anticorpo 
secundário Alexa Fluor 633 Goat Anti-mouse IgG (H+L) (Thermo Fisher Scientific). 
Após o período de transfecção (24 ou 48 hpt) as células foram lavadas com PBS 1X e 
fixadas com 3% Paraformaldeído e 0,1% Glutaraldeido em PBS 1X por 10 minutos. 
Para permeabilização das células foi adicionado PBS 1X, seguido de lavagem com 
0,5% Triton por 20 minutos. As células foram então lavadas com PBS 1X, 3 vezes 
com duração de 15 minutos cada lavagem. O processo de bloqueio foi realizado com 
adição de PBS 1X mais BSA 3% em cada poço por 30 minutos.  
O anticorpo primário (anti-P2 ou anti-dsRNA) foi adicionado (1:50 ou 1:75) 
em PBS 1X, as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 24 h em câmara 
úmida escura, a 4˚C (ou geladeira). O procedimento lavagem foi repetido e então o 
anticorpo secundário (Alexa 633 anti-mouse IgG) (1:500) adicionado por 3 h. Após 
processo de lavagem foi adicionado DAPI 10 µM, por 30 minutos, seguido de 3 
lavagens com PBS 1X, por 15 minutos. As lamínulas foram então montadas em 
laminas novas e devidamente identificadas e levadas ao microscópio confocal (Leica 
TCS – SP5). 
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2.5 Citometria de Fluxo 
 
 O procedimento de transfecção foi realizado como descrito acima, utilizando-
se 4 poços de uma placa de 24 poços para cada ensaio, com a obrigatoriedade de um 
poço de células sem transfecção. 
 As células transfectadas com pcDNA3-1(+) vazio e Sapo_CI_pcDNA3.1 
foram imunomarcadas antes da leitura. 
 Os poços foram incubados com 100 µL de 0,05% tripsina-EDTA (Gibco) por 
5 minutos a 37˚C. A tripsina foi inibida com adição de 500 µL de DMEM com 10% 
de soro fetal bovino. As células foram então centrifugadas a 400 x g por 3 minutos.  
 O equipamento utilizado para leitura foi FACSCalibur (Becton Dickinson). 
Foram analisados os aspectos de granulosidade das populações de célula e a 
fluorescência de acordo com a sua faixa de excitação e emissão. Utilizando o software 
FLOWJO (LLC) dois aspectos foram avaliados, a granulosidade por tamanho da 






















 Após a confirmação dos clone por sequenciamento ensaios referentes a 
transfecção celular foram realizados em duas diferentes linhagens celular Caco-2 e 
Huh-7. Uma vez definido o melhor protocolo de transfecção viral a primeira análise 
realizadas foi a avaliação de possível efeito citopático. Dessa forma utilizando um 
microscópio de fluorescência invertido as células foram observadas apenas em campo 
claro, com objetiva 10x, apenas para efeito de comparação.  
É possível observar na Figura 27 que as células Caco-2 são células alongadas, 
com pouco volume citoplasmático, crescem aderidas á superfície de cultivo e estão 
confluentes após 24 h de semeadura. Observa-se também que as demais imagens 
adquiridas demonstram uma ruptura nesse padrão morfológico. Nos casos 
representados as células perderam sua morfologia alongada, em sua maioria, 




Figura 20 Células Caco-2 transfectadas com Sapo_CI e pcDNA. Todas as imagens foram capturadas utilizando 
objetiva 10x. Caco-2 não trasnfectadas, células transfectas com plasmídeo pcDNA3.1(+), com 






Em todos os ensaios de imunomarcação para células Caco-2 ou Huh-7 pelo 
menos um plasmídeo controle (sem o genoma viral) foi imunomarcado, bem como 
Caco-2 vazia foi imunomarcada com anti-P2 e Alexa633. Para maior compreensão os 
controles foram organizados em figuras separadas. A seguir, a Figura 21 referente aos 
controles de transfecção de Caco-2 observadas em confocal. A primeira linha 
representa células que não foram imunomarcadas. As duas seguintes foram 
imunomarcadas com anti-P2 e Alexa 633 e não apresentaram fluorescência no 
comprimento de onda analisado, como era esperado. 
 
	
Figura	 21	 Caco-2 controles da transfecção. Na primeira linha as células não foram marcadas, foram apenas 
coradas. Na segunda e terceira linhas células Caco não transfectada e células Caco transfectada com plasmídeo 
pcDNA3.1(+) vazio foram coradas com DAPI e imunomarcadas com anti-P2 e Alexa 633. Como esperado não 
houve sinal de fluorescência. 		
As Figuras 22 e 23 representam o mesmo ensaio com apenas anticorpos 
secundários diferentes, a primeira foi realizada com anti-P2 e Alexa 488 e a segunda 
com anti-P2 e Alexa 633. Os controles da Figura 22 encontram-se na Figura 21. 
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Na Figura 22 observa-se a imunomarcação de pcDNA3.1 vazio com anti-P2 e 
Alexa 488 e, a mesma marcação na segunda linha nas células Caco-2 transfectadas 
com a construção SapoCI_pcDNA 3.1(+). A ausência de sinal de fluorescência no 
canal de Alexa 488 para o controle é esperado. A marcação de anti-P2 e Alexa 488 
em células transfectada com SapoCI apresenta pouco não-específico. 
 
 
Figura 22 Imunomarcação de células Caco com anti-P2 e Alexa 488. Na primeira linha o controle de 
pcDNA3.1(+) vazio sem sinal de imunomarcação. Na segunda linha uma imunomarcação do ensaio contendo o 
genoma viral. Na sobreposição é possível notar um aumento nuclear, no entanto, ainda há volume citoplasmático, 
algumas marcações com características granulosas mais destacadas e a estrutura da célula parcialmente alongada. 	
Na Figura 23 são apresentados os controles de transfecção em células Huh-7. 
Nessa imagem observa-se na primeira linha células não transfectada e não marcadas. 
Na segunda linha foi realizada a imunomarcação (anti-P2 e Alexa 633) de células 




Figura 23 Controle de imunomarcação de Huh-7 com anti-P2 e Alexa 633. Na primeira linha células Huh não 
marcadas e não transfectada, apenas coradas com DAPI. Na segunda linha imunomarcação de pcDNA3.1(+) vazio 
sem sinal de florescência. 
 
A Figura 24 representa o ensaio de transfecção de células Caco-2 e Huh_7 
com as construções que contem o genoma do sapovírus. Na primeira linha tem-se a 
transfecção de SapoCI_pcDNA3.1 em Caco-2 e na segunda linha SapoCI_pcDNA3.1 
em Huh-7. A imunomarcação foi realizada com anti-P2 como anticorpo primário e 
anti-mouse Alexa633 como secundário. Há um sinal de fluorescência bastante 
especifico na primeira linha e é possível observar a que a marcação apresenta um 
padrão granuloso. Na segunda linha esse mesmo padrão é observado, porém com um 




Figura 24 Imunomarcação de células Caco-2 e Huh-7 transfectadas com SapoCI_pcDNA. Na primeira linha 
encontra-se a imunomarcação de Caco-2 e na segunda de Huh-7. O padrão de marcação em ambas é similar 
apresentando uma granulosidade em volta do núcleo corado com DAPI. 
 
As imagens obtidas a partir de imunomarcação com anti-dsRNA e Alexa 633 
foram inconclusivas quando comparadas entre controles e plasmídeos contendo 
genoma viral. A possibilidade excessivo background ou reação inespecífica justificam 
a ausência dessas imagens nos resultados. No entanto, as células Caco transfectadas 
com pcDNA3.1(+) vazio e SapoCI_pcDNA3.1 foram imunomarcadas e analisadas 
por citometria de fluxo. Nesse ensaio foram utilizados os anticorpos primários anti-P2 
e anti-dsRNA e, para ambos, o secundário Alexa 633. 
Para as células Caco não transfectada e não imunomarcadas foram detectas 18 
células com possível sinal de auto fluorescência. Para o controle pcDNA3.1(+) vazio 
imunomarcado com anti-P2 num total de 10 mil células 327 estavam marcadas, porém 
a leitura das células com SapoCI_pcDNA3.1 imunomarcadas com anti-P2 apresentou 
550 células marcadas. A imunomarcação com anti-dsRNA para pcDNA3.1(+) 
apresentou 266 células imunomarcadas enquanto que SapoCI_pcDNA3.1 apresentou 
um número de 390 células imunomarcadas. 
Na Figura 25 é possível observar o controle e os demais ensaios divididos em 
análise da intensidade de fluorescência a esquerda, onde a barra indica as células 
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imunomarcadas e o valor a média de células em relação ao total. Enquanto que a 








Figura 25 Citometria de fluxo de células Caco-2 para análise das imunomarcações realizadas com dois diferentes 
anticorpos primários. A primeira linha registra a leitura da célula vazia não imunomarcada. A segunda e a terceira 
linhas referem-se ao pcDNA vazio e SapoCI, respectivamente, imunmoarcados com anti-P2. A quarta e a quinta 
linhas referem-se ao pcDNA vazio e SapoCI, respectivamente imunomarcados com anti-dsRNA. A morfologia 
celular avaliada nos gráficos a direita da figura manteve-se semelhantes. Embora as células transfectadas com 
SapoCI tenham apresentado um número maior  de células marcadasem relação as células transfectadas com 
























 O primeiro sistema de genética reversa foi descrito em 1995 para calicivírus 
felinos  (148) e, apenas dez anos depois, em 2005, o primeiro sistema de genética 
reversa para o gênero Sapovirus foi apresentado (45). No entanto, a exemplo do 
primeiro o segundo foi baseado no vírus que infecta suínos. Até o presente momento 
não se obteve um sistema de cultivo celular para calicivírus humanos assim como não 
há relatos de um sistema de genética reversa para sapovírus humanos. 
 Recentemente, um sistema de genética reversa sem o uso de vírus “ajudante” 
foi descrito para norovírus humanos. Essa abordagem foi relatada como mais eficaz 
do que abordagens que utilizavam-se do sistema que utilizava o vírus vaccínia 
recombinante expressando T7 polimerase (26). Sabe-se ainda que esse sistema 
mostrou-se eficaz para diferentes calicivírus mas não para os sapovírus suínos. Que 
foram replicados em um sistema direto, onde o RNA viral é transcrito e CAP é 
adicionado in vitro, gerando assim partículas virais viáveis capazes de infectar células 
LLC-PK (45).  
 O sistema de genética reversa descrito para norovírus GII.3 humanos, 
mostrou-se eficaz em quatro diferentes linhagens de células (COS-7, Hek293T, Huh-7 
e Caco-2), produzindo partículas virais detectadas por microscopia eletrônica, bem 
como a produção de uma progênie viral marcada com o gene reporte GFP. O uso do 
fator de elongação 1-alfa substituiu o uso de promotores como T7 polimerase e CMV, 
que foram previamente descritos como, bem sucedidos, para norovírus murino 
(MNV) e vírus da febre hemorrágica do coelho (RHDV) (157, 158, 166, 167). 
 Nesse capítulo é apresentada uma abordagem para o desenvolvimento de um 
clone infeccioso de sapovírus humano como ferramenta para estudo de genética 
reversa desses vírus. A abordagem foi a clonagem do cDNA do genoma viral 
completo sem nenhuma modificação para posterior transfecção celular. 
 Apenas dois anticorpos primários foram utilizados nesse estudo, um deles, 
especifico, produzido contra o subdomínio P2 da proteína VP1 do capsídeo e, o outro, 
um monoclonal produzido contra fita dupla de RNA. O primeiro anticorpo indicaria a 
possível expressão da proteína estrutural viral, enquanto o segundo, indicaria a 
presença de fita dupla de RNA, que é uma forte evidência de transcrição de novo. 
 Em ambos os casos os anticorpos foram usados para imunomarcação celular e 
suas reações foram observadas a partir de um critério qualitativo e, a partir de uma 
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estimativa quantitativa. Ao observar os sinais de fluorescência nas imagens obtidas 
por meio de microscopia de confocal a laser, pode-se assumir que há uma interação 
entre ambos anticorpos e as culturas transfectada com cDNA viral. Em um ensaio 
com células Huh, não apresentados nesse capítulo, observou-se a formação de 
estruturas similares a corpos apoptóticos num período avaliado entre 3 a 36 hpt. Esse 
tipo de resultado já foi previamente descrito na literatura, onde a presença de GFP 
estava relacionada diretamente a progressão do efeito citopático, ou ainda, inúmeras 
passagens faziam com que o GFP deixasse de ser expresso pelo sistema e, em alguns 
vírus animais a presença de GFP anulou a infectividade da partícula gerada (26, 168, 
169). 
 O uso do clone denominado SapoCI-pcDNA3.1 apresentou resultados 
importantes, pois, além de emitir sinais de fluorescência após imunomarcação com 
anti-P2 e anti-dsRNA, também apresentou menores efeitos citopáticos. Além disso 
numericamente por análise de citometria de fluxo apresentou um número maior de 
células marcadas com anti-P2 que é um anticorpo especifico para o genogrupo GI.2 
utilizado no estudo. 
 A tentativa de recuperação de partículas virais para visualização por meio de 
microscopia eletrônica de transmissão não foi bem sucedida, assim como a baixa 
especificidade observada no Western blot realizado com os sobrenadantes das 
transfecções e o anticorpo anti-P2 (dados não mostrados). Isso pode ter ocorrido 
devido a uma ineficiência no processo de concentração e purificação e partículas 
desse material. 
 Um ensaio capaz de duplicar a prova de que o cDNA viral está sendo 
transcrito de novo pelo mecanismo celular, seria um ensaio de Northern blot para 
detecção da fita senso negativo. A positividade desse ensaio concluiria a 
funcionalidade do sistema, mesmo que não haja formação de partículas. 
 O uso de anticorpos para diferentes proteínas não estruturais como, VPg, 
RdRp, possibilitaria a mesma contra prova de uma maneira mais simples, no entanto, 
esses anticorpos não são disponíveis comercialmente. 
 É importante que a escolha de se usar um cDNA viral inserido num plasmídeo 
sob o comando de um promotor CMV é oriunda dos sistemas de genética reversa para 
sapovírus suíno, norovírus murino e RHDV (45, 156, 166). Apesar de se ter uma 
contrução onde o genoma complete de sapovírus está clonado num promotor que 
apresenta a sequência do promotor T7 polimerase, a transcrição in vitro foi descartada 
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devido a falta do sistema de adição de CAP in vitro não ser acessível nesse momento. 
No entanto, essa abordagem, se realizada, também trará uma nova ferramenta a ser 
explorada, bem como, será considerada um ineditismo para os sapovírus humanos, até 
o presente. 
 Sendo assim nesse capítulo foram apresentadas evidências de que dois 
plasmídeos contendo cDNA de sapovírus, um com eGFP inserido como gene repórter, 
podem funcionar como ferramentas para genética reversa desses vírus. Entretanto, são 




























5. Conclusão Geral 
 
 Os primeiros calicivírus humanos foram detectados e descritos em 1972 e 
1977 (15, 170), nessa mesma década inúmeros outros vírus entéricos foram 
identificados como, por exemplo, os rotavírus e astrovírus (171, 172). Curiosamente, 
apenas os calicivírus humanos permanecem sem possuírem uma cultura celular 
permissiva que possibilite não só ensaios que requeiram isolamento viral, mas 
também compreensão de infecção-replicação-saída do vírus. Isto posto, outras 
abordagens foram desenvolvidas para obtenção de informações a respeito desses 
vírus, que, atualmente, são os maiores causadores de gastroenterites no mundo. 
 No Brasil os dados a cerca da epidemiologia dos calicivírus humanos ainda 
não faz parte de um sistema de vigilância nacional, contudo, sabe-se que os calicivírus 
humanos já foram detectados em rios, lagoas e águas de esgoto e, em muitos casos o 
objetivo final desses estudos era o monitoramento da contaminação das águas ou 
análise comparativa entre amostras clínicas e amostras ambientais (61, 111, 173-175). 
Porém a maior parte dos dados compilados é oriunda das grandes regiões Sudeste, 
Nordeste, Norte e Sul. Pouco se sabe a respeito da circulação desses vírus na região 
Centro Oeste. Dessa forma foi proposto uma análise água de esgoto não tratada nos 
anos de 2014 e 2015, os meses referente ao período de baixas temperaturas e baixo 
índice pluviométrico foram escolhidos baseados em estudos que os descrevem como 
meses de maior incidência de calicivirus humanos em países tropicais (87). 
 Nesse trabalho os resultados obtidos foram além dos calicivírus humanos e 
demais vírus entéricos. O uso de metagenômica permitiu a identificação de diferentes 
vírus de plantas e animais.  Ainda que não seja um trabalho de vigilância, a partir dos 
dados coletados pode-se inferir que a população de Brasília é acometida por 
calicivírus humanos, já bem descritos em trabalhos que avaliaram água de esgoto do 
Rio de Janeiro, por exemplo (61, 176). Além de sapovírus, que ainda são pouco 
estudados no país, os norovírus identificados curiosamente apresentaram genótipos 
descritos no mesmo período em outros países, incluindo a presença do genótipo 
GII.17 na amostra de 2015 (32, 177, 178). 
 A análise de amostras de esgoto não tratado resultou em uma descrição dos 
possíveis vírus circulantes no Distrito Federal e, esse tipo de dado pode proporcionar 
futuras medidas na escolha do tratamento desse esgoto, para que os vírus sejam 
eliminados e o risco de contaminação da água onde o efluente é despejado seja 
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minimizado. Futuros estudos que incluam monitoramento de diferentes meses do ano 
podem ajudar numa melhor abordagem para conscientização dos cuidados a serem 
tomados para evitar contaminação, principalmente, de água e alimentos, uma vez que 
não existe um tratamento com antivirais ou vacinas contra calicivírus humanos. 
 As informações a respeito das sequências virais são de suma importância 
principalmente para identificação e classificação viral, dentro dos estudos dos 
calicivírus humanos utiliza-se a sequência para se obter informações epidemiológicas 
e muitas vezes tentar compreender o porque de determinado genótipo é mais 
prevalente que outros. Levando isso em consideração uma abordagem diferente no 
estudo desses vírus é a análise estrutural. 
 Nesse trabalho diferentes genótipos de norovírus, pouco incidentes, foram 
escolhidos com o intuito de se compreender o que poderia causar essa baixa 
incidência no aspecto estrutural da região mais variável em sequencia desse 
genótipos. 
 O que foi demonstrado é que pelo menos um deles, o GII.21 possui uma 
estrutura diferente do genótipo mais epidêmico o GII.4 e, além disso o genótipo 
GII.22 apesar de inúmeros esforços e sua estrutura similar a GII.4, não apresentou 
ligação com HBGAs inteiros mas sim com a fucose, em regiões já determinadas para 
outro genótipo pouco incidente o GII.10 (179). Esse tipo de informação é importante 
uma vez que não se sabe ao certo qual a forma de entrada dos norovírus nas células 
humanas, mas sabe-se que HBGA livres são carboidratos que favorecem essa entrada 
(27). Sendo assim a resolução de estruturas de norovírus pode permitir a análise 
evolutiva desses vírus e qual a relação entre as  diferentes estruturas do capsídeos e os 
diferentes carboidratos a quais se ligam.  
 Por fim uma vez que um vírus é identificado em uma amostra, analisado por 
sequenciamento, analisado por características morfológicas e estruturais, espera-se 
poder estudar-se suas interações com as células do hospedeiro. Esse fluxograma, no 
caso dos calicivírus humanos ainda não é alcançado com facilidade devido a ausência 
de uma cultura celular robusta. Embora diferentes esforços tenham sido demonstrados 
recentemente como, o uso de células e enterócitos derivados de células tronco (27, 
28), a reprodutibilidade de ambos ainda não é acessível. Desta forma o uso de 
plasmídeos modificados com o genoma viral são ferramentas simples, de fácil 
manipulação para geração de informação a respeito do vírus, seu ciclo de replicação e 
possível interação entre proteínas virais e proteínas do hospedeiro. 
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 Foi descrito nesse trabalho um plasmídeo cuja a similaridade encontra-se na 
presença do genoma completo do sapovírus BR01, identificado pela primeira vez no 
Distrito Federal, no ano de 2011 (165). Nos resultados descritos a despeito das 
abordagens utilizadas para a confirmação da funcionalidade do clone foram 
observados resultados que caracterizam uma possível transcrição e tradução. 
Comprovadas pela detecção com anticorpo especifico contra a região mais exposta do 
capsídeo (anti-P2) e ainda a presença de dupla fita de RNA através da imunomarcação 
analisada através de citometria. 
 Conclui-se que os calicivírus humanos, norovírus e sapovírus, são vírus 
causadores de gastroenterites agudas que circulam na população do Distrito Federal, 
necessitando a análise comparativa com amostras clínicas e estudos que 
correlacionem possíveis surtos a esses vírus na mesma localidade. Além disso a 
aplicação de biologia estrutural permite avaliar a diferença morfológica entre 
diferentes genótipos e criar hipóteses que correlacionem as estruturas e a incidência 
epidemiológica desses vírus. Durante o desenvolvimento de estudos estruturais é 
possível melhoras técnicas que permitam a expressão de proteínas em condição nativa 
não demonstradas ainda e, por fim, a clonagem do cDNA de sapovírus em um vetor 
de expressão contendo promotor CMV mostrou-se promissora no desenvolvimento de 





















6. Perspectivas Futuras 
 
 Nessa tese foram apresentadas três diferentes abordagens para o estudo de 
virologia básica e, a partir dessas abordagens foram gerados conhecimentos ainda não 
descritos na literatura até o momento. Espera-se com isso uma contribuição na área de 
estudos sobre calicivírus humanos e, espera-se a publicação da estrutura de GII.22 e 
publicação do clone de sapovírus após ensaios que demonstrem a presença da 
partícula viral. 
 O uso de metagenoma para detecção de calicivírus poderá ser utilizado como 
justificativa futura para implementação de uma forma de vigilância clinica e 
ambiental a respeito dos vírus causadores de gastroenterites circulantes no Distrito 
Federal. 
 Espera-se, ainda, a submissão, no banco de proteínas, das estruturas de 
norovírus resolvidas nesse trabalho. 
 Por fim, com o uso de microscopia eletrônica de transmissão espera-se provar 
a presença de partículas virais após a transfecção do clone apresentado, bem como um 
ensaio de hibridização in situ ou um Northern blot para a comprovação de replicação 
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